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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность и степень разработанности темы исследования 

Одним из ключевых аспектов работы сердечной мышцы является 

электромеханическое сопряжение. Однако еще в 1967 году Ursula Theophile 

(позднее Ursula Ravens) и R. Kaufmann упомянули в своей статье, что в сердце 

может быть и обратное отношение между электрическими и механическими 

процессами, то есть преобразование механического сигнала в электрический 

(Kaufmann et Theophile, 1967). Год спустя, в 1968 году, британский ученый Max J. 

Lab высказал предположение о сущетвовании механоэлектрической обратной 

связи в сердце и допустил возможность того, что механические изменения ткани 

при работе сердца может менять форму потенциалов клеток сердца (Lab, 1968). 

Позднее, в 1971 году, M.J.Lab опубликовал статью на эту тему с R. Kaufmann, R. 

Hennekes, H. Krause, показав, что механическое воздействие на сердечную ткань 

может менять форму монофазного потенциала кардиомиоцита (Kaufmann et al., 

1971).  Хотя M.J.Lab и его соавторы опубликовали достаточно много статей, эти 

представления не нашли поддержки у специалистов потому, что в своих работах 

ученые регистрировали монофазные потенциалы, а эксперты считали, что они 

регистрируют изменения потенциала в результате изменения контакта между 

внеклеточным электродом и тканью, поскольку переходное сопротивление под 

внеклеточным электродом (электродом-присоской) спонтанно меняется при 

сокращениях сердца и эти изменения практически неотличимы от самого 

эффекта.  

Ситуация кардинально изменилась после того, как А.Г.Камкин с 

соавторами начиная с 1982 года опубликовали ряд работ, где при помощи 

внутриклеточных микроэлектродов на фоне дозированного растяжения 

фрагментов сокращающейся ткани сердца убедительно показали изменения 

формы потенциалов действия при растяжении ткани. Именно они напрямую 

доказали факт наличия в сердце механоэлектрической обратной связи и в 
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сокращающейся ткани сердца в норме и при патологии и смогли предварительно 

продемонстрировать механизмы этого явления (Kamkin et al., 1988). Позднее, 

начиная с 1998 года, под руководством А.Г.Камкина методом patch-clamp, 

позволяющим исследовать ионные токи и каналы на изолированных клетках и 

разработанной уникальной методики аксиального растяжения клеток в сочетании 

с измерением whole-cell токов и/или single channels токов, были получены данные 

о том, что в основе механоэлектрической обратной связи лежит работа катион 

неселективных механоуправляемых ионнных каналов (MGCh), а ток через них 

вызывает изменения потенциалов действия (Kamkin et al., 2000; Kamkin et al., 

2003a). 

Механоэлектрическая обратная связь играет значительную роль в 

регуляции нормальной активности сердца, обеспечивая его адекватный ответ на 

изменяющееся механическое воздействие среды. В частности, 

механоэлектрическая обратная связь является одним из компонентов таких 

классических адаптивных эффектов сердца, как эффект Франка-Старлинга и 

эффект Анрепа (Jiang et al., 2021). Возможно, еще более важным фактом является 

то, что при патологических изменениях сердечной мышцы именно нарушения 

механоэлектрической обратной связи могут вызывать критические последствия, 

например, такие как аритмии (Камкин и др., 2003). Так было показано, что 

чувствительность к растяжению особенно высока у гипертрофированных 

кардиомиоцитов желудочков крыс со спонтанной гипертензией и у 

кардиомиоцитов желудочков пациентов с терминальной стадией сердечной 

недостаточности (Kamkin et al., 2003b). Подобно здоровым  кардиомиоцитам 

желудочков сердца, механическая стимуляция патологической ткани при 

меньшем растяжении также может вызывать нарушения ритма, включая 

фибрилляцию мышц. Таким образом, механоуправляемые каналы 

кардиомиоцитов играют важную роль не только в работе здорового сердца, но, 

прежде всего, при патологических состояниях, и изучение регуляторных 

механизмов этого являения представляется одной из ключевых задач, как для 
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фундаментальной физиологии, так и для прикладных областей, в частности 

фармакологии и медицины. 

Вместе с тем, механизмы этой регуляции еще практически не изучены. 

Одним из таких механизмов, а реально, первым из найденных, является регуляция 

проводимости MGCh оксидом азота (NO), описанная А.Г.Камкиным и соавторами 

в 2010 году и в более поздних работах (Kamkin et al., 2010). При этом, за счет 

наличия в клетке NO синтаз (NOS), продукция NO которыми возрастает при 

растяжении клеток, этот механизм может быть центральным клеточным 

механизмом, регулирующим проводимость MGCh. Обычно NO связывается с 

сайтом в β-субъединице растворимой гуанилилциклазы (sGC) что ведет к ее 

активации (Cary et al., 2005; Fernhoff et al., 2009; Martin et al., 2012). Хорошо 

известно, что NO-чувствительная sGC, катализирует образование 

внутриклеточного мессенджера циклического гуанозинмонофосфата (cGMP) и 

считается основным рецептором внутриклеточного NO, продуцируемого NOS в 

клетках (Boycott et al., 2020; Seddon et al., 2007). В то же время, в α1‐субъединице 

sGC были определены другие участки в качестве целевых мест для другого типа 

стимулятора sGC. Этот стимулятор sGC, BAY 41-2272, работает по NO‐

независимому механизму, но также вызывает продукцию внутриклеточного 

мессенджера cGMP (Stasch et al., 2001). Помимо этих механизмов возможо и 

прямое S-нитрозилирование MGCh при помощи NO.  

Вместе с тем этот круг вопросов до настоящего времени был совершенно не 

исследован.  

 

Цель и задачи исследования 

Цель работы – исследовать влияние активации двух различных центров 

связывания растворимой гуанилатциклазы, реализующих NO-зависимый и NO-

независимый механизмы, на регуляцию активируемых растяжением ионных 

каналов кардиомиоцитов желудочков сердца крыс. 



7 
 

Для выполнения данной цели были поставлены следующие задачи: 

1. Изучить влияние донора NO SNAP – стимулятора NO-зависимого 

регуляторного места связывания в β-субъединице sGC на механосенситивные 

токи и мембранный потенциал V0 (Vrev) в отсутствие растяжения и при 

растяжении клетки в K
+

in/K
+

out и Cs
+

in/Cs
+

out средах. 

2. Изучить влияние BAY 41-2272 – стимулятора NO-независимого 

регуляторного места связывания в α1-субъединице sGС, на механосенситивные 

токи и мембранный потенциал V0 в отсутствие растяжения и при растяжении 

клетки, и оценить влияние донора NO SNAP на данные параметры на фоне 

действия BAY 41-2272. 

3. Изучить влияние ингибитора sGC ODQ на механосенситивные токи и 

мембранный потенциал V0 в отсутствие растяжения и при растяжении клетки и 

оценить влияние донора NO SNAP на данные параметры на фоне действия ODQ. 

4. Изучить влияние ингибитора cGMP-зависимой протеинкиназы KT5823 на 

механосенситивные токи и мембранный потенциал V0 в отсутствие растяжения и 

при растяжении клетки и оценить влияние донора NO SNAP на данные параметры 

на фоне действия KT5823. 

5. Изучить влияние активатора cGMP-зависимой протеинкиназы 8Br-cGMP 

на механосенситивные токи и мембранный потенциал V0 в отсутствие растяжения 

и при растяжении клетки и оценить влияние донора NO SNAP на данные 

параметры на фоне действия 8Br-cGMP. 

6. Изучить влияние ингибитора S-нитрозилирования аскорбиновой кислоты 

на механосенситивные токи и мембранный потенциал V0 в отсутствие растяжения 

и при растяжении клетки и оценить влияние донора NO SNAP на данные 

параметры на фоне действия аскорбиновой кислоты. 

7. Изучить уровень экспрессии генов известных SAC в кардиомиоцитах 

желудочков сердца крысы. 
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Научная новизна 

В рамках данной работы впервые было изучено влияние второго, NO-

независимого механизма активации sGC у изолированных кардиомиоцитов, 

осуществляемый через активацию ее NO-независимого активного центра, с 

помощью BAY 41-2272 на механосенситивные токи.  

Впервые в динамике времени были исследованы изменения позднего тока в 

K
+

in/K
+

out растворах под действием разных концентраций BAY 41-2272 совместно 

с донором NO SNAP. Кроме того, в работе впервые были показаны эффекты 

растяжения клеток в K
+

in/K
+

out и Cs
+

in/Cs
+

out растворах на фоне BAY 41-2272 и на 

фоне  BAY 41-2272 с последующим добавлением  SNAP.  

Впервые было изучено влияние ODQ, селективного ингибитора sGC, в 

динамике времени на поздние токи изолированных кардиомиоцитов, 

характеризующие работу SAC, продемонстрированы изменения позднего тока в 

K
+

in/K
+

out растворах под действием ODQ,  совместно с донором NO SNAP при 

отсутсвии и наличии растяжения клетки. 

Впервые было изучено влияние KT-5823, селективного ингибитора PKG, в 

динамике времени на поздние токи изолированных кардиомиоцитов, 

характеризующие работу SAC, продемонстрированы изменения позднего тока в 

K
+

in/K
+

out растворах под действием KT-5823, совместно с донором NO SNAP при 

отсутствии и наличии растяжения клетки. 

Впервые было изучено влияние 8Br-cGMP, активатора PKG, в динамике 

времени на поздние токи изолированных кардиомиоцитов, характеризующие 

работу SAC, продемонстрированы изменения позднего тока в K
+

in/K
+

out растворах 

под действием 8Br-cGMP, совместно с донором NO SNAP при отсутствии и 

наличии растяжения клетки. 

Впервые было изучено влияние аскорбиновой кислоты, ингибитора S-

нитрозилирования, в динамике времени на поздние токи изолированных 

кардиомиоцитов, характеризующие работу SAC, продемонстрированы изменения 
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позднего тока в K
+

in/K
+

out растворах под действием аскорбиновой кислоты, 

совместно с донором NO SNAP при отсутствии и наличии растяжения клетки. 

Впервые было показано значение двух различных путей регуляции SAC с 

помощью NO: путем S-нитрозилирования и через sGC-зависимый путь. 

Впервые были продемонстрированы экспрессируемые в кардиомиоците 

желудочков крысы гены, отвечающие за синтез белков механоуправляемых 

каналов. 

 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Результаты представленной работы развивают современные представления 

о функционировании сердца на клеточном уровне. Данная работа продолжает 

серию электрофизиологических исследований функционирования 

кардиомиоцитов в целом и роль механоуправляемых и механосенситивных 

каналов в частности. Впервые показана не только роль NO в регуляции 

механосенситивных токов, но и показан сложный характер такой регуляции: 

зависимость от концентрации, времени и состояния клетки. В ходе экспериментов 

выявлены неочевидные закономерности, которые ставят новые вопросы 

относительно дополнительных путей регуляции механосенситвных токов и 

открывают новые перспективы исследований в данной области. 

Полученные теоретические данные имеют непосредственное практическое 

значение, так как могут стать базой для разработки фармакологических 

препаратов, направленных на регуляцию механосенситивных токов, которые, как 

известно, вносят большой вклад в развитие многих сердечных патологий, 

включая аритмии. 

 

Принципиальные методы 

В данной работе исследовали  влияние растяжения, а также различных 

химических соединений на электрические параметры кардиомиоцитов. Ионные 
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токи изучали в изолированных кардиомиоцитах желудочков сердца крысы 

методом patch-clamp в конфигурации whole-cell. Растяжение проводили с 

помощью оплавленного стеклянного стилуса и микроманипулятора. Введение 

химических веществ производили с использованием перфузионной системы. 

 

Положения, выносимые на защиту 

1. NO вызывает двухфазный эффект при отсутствие растяжения клетки: 

IK1 сначала увеличивается, затем уменьшается, IL и IL,ns в области более 

отрицательных потенциалов, чем V0, сначала увеличиваются, затем 

уменьшаются. При этом клетка претерпевает сначала деполяризацию, а затем 

– гиперполяризацию. Ионы Gd
3+

 устраняют развитие NO-индуцированных 

токов. Растяжение клетки вызывает ISAC, который устраняется NO.  

2. Стимуляция NO-независимого пути sGС, уменьшает механосенситивные 

токи в отсутствие растяжения клетки, а NO на этом фоне еще больше уменьшает 

эти токи. Активация NO-независимого пути sGС устраняет ISAC, вызванный 

растяжением клеток. Дополнительное количество NO не приводит к 

значимым изменениям. 

3. Ингибирование sGC уменьшает механосенситивные токи и вызывает 

гиперполяризацию мембраны. NO на этом фоне значительно увеличивает эти 

токи и уводит мембранный потенциал в сторону деполяризации. 

Ингибирование sGC устраняет механосенситивные токи при растяжении 

клетки и вызывает ее гиперполяризацию, а дополнительное введение NO 

снова увеличивает эти механосенситивные токи.  

4. Ингибирование cGMP-зависимой протеинкиназы уменьшает IL и 

вызывает гиперполяризацию клетки, а введение донора NO на его фоне не 

приводит к значимым изменениям. На фоне растяжения клетки ингибирование 

cGMP-зависимой протеинкиназы ингибирует ISAC. Дополнительно введенный 

донор NO не оказывает эффекта. 
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5. Активация cGMP-зависимой протеинкиназы вызывает увеличение 

механосенситивных токов и деполяризацию клетки. NO устраняет этот ток и 

возвращает мембранный потенциал к исходным значениям. На фоне растяжения 

клетки активация cGMP-зависимой протеинкиназы или же непосредственное 

действие аналога cGMP 8Br-cGMP уменьшает механосенситивные токи, а 

дополнительное количество NO на этом фоне уменьшает их в еще большей 

степени. 

6. В отсутствие растяжения клетки устранение S-нитрозилирования белков 

не влияет на механосенситивные токи, а NO на этом фоне уменьшает их. Однако 

на фоне растяжения устранение S-нитрозилирования полностью элиминирует 

токи вызванные растяжением клетки, а дополнительное введение донора NO не 

влияет на IL. 

7. В кардиомиоцитах желудочков сердца крысы экспрессируются гены 

белков каналов TRPC1, TRPM7, PKD1/TRPP1, PKD2/TRPP2, TMEM63A, 

TMEM63B, TRPV2, Piezo1. 

 

Личный вклад автора 

Личный вклад Биличенко А.С. присутствует на всех этапах выполнения 

настоящей работы: участие в планировании экспериментов, выделениие 

изолированных кардиомиоцитов, проведение электрофизиологических 

экспериментов, выделение РНК, биоинформатический анализ, статистическая 

обработка данных, участие в обобщении результатов и подготовка публикаций.  

 

Степень достоверности данных 

Полученные в ходе работы данные достоверны, воспроизводимы и 

получены с использованием целесообразных современных экспериментальных 

методик и обработаны адекватным образом. Обзор литературы и обсуждение 

подготовлены с использованием актуальных научных источников. 
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Публикации по теме диссертации 

По теме диссертации опубликованы 4 печатные работы, в том числе 4 

статьи в журналах индексируемых в базах данных Web of Science, Scopus и RSCI 

рекомендованных для защиты в диссертационном совете МГУ.015.7 по 

специальности 1.5.5 – физиология человека и животных. 

 

Апробация результатов 

Полученные результаты были представлены и обсуждены:  

- Научный доклад о полученных результатах диссертационной работы на 

объединенном заседании кафедры физиологии медикобиологического факультета 

и лаборатории электрофизиологии ФГАОУ ВО РНИМУ имени Н. И. Пирогова. 

МЗ Российской Федерации 26 октября 2022 года, протокол номер 2. 

- На XXIV съезде Российского физиологического общества им. И.П. 

Павлова (11- 15 сентября 2023, г. Санкт-Петербург, Россия). 

- Апробация по месту выполнения на объединенном заседании кафедры 

физиологии медикобиологического факультета и лаборатории электрофизиологии 

ФГАОУ ВО РНИМУ имени Н. И. Пирогова. МЗ Российской Федерации 31 мая 

2023 года, протокол номер 5. 

- Доклад на заседании кафедры физиологии человека и животных 

биологического факультета  МГУ имени М. В. Ломоносова 14 июня 2023. 
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Механоэлектрическая обратная связь в сердце 

Механоэлектрическая обратная связь (МЭОС) (Contraction-excitation 

feedback, или mechanoelectric feedback) – известный сегодня и широко описанный 

в литературе феномен. В результате МЭОС механические изменения в миокарде 

приводят к изменению в нем электрических процессов. Как показано в основе 

МЭОС лежит работа механоуправляемых каналов. Нарушения МЭОС лежат в 

основе возникновения ряда аритмий вплоть до фибрилляции. 

 

1.1.1. Роль механоэлектрической обратной связи в физиологии и 

патофизиологии сердца 

С развитием представлений о физиологии сердца становится ясно, что 

механоэлектрическая обратная связь и механоуправляемые и 

механосеснситивные каналы, как структурные основы этой связи, являются 

одними из ключевых факторов в регуляции сердечной деятельности, как в норме, 

так и при патологии (Камкин и др., 2003; Timmerman et al., 2017). Например, в 

последнее время было показано, что такие широкоизвесные миогенные эффекты 

сердца, как эффект Франка-Старилинга и эффект Анрепа, которые раньше 

объяснялись с точки зрения реорганизации структуры кардиомиоцита в 

результате механического воздействия, на самом деле зависят, в том числе и от 

влияния механоэлектрической обратной связи (Jiang et al., 2021; Boron et 

Boulpaep, 2016). В основе такого влияния может лежать механочувствительный 

канал Piezo1 (Jiang et al., 2021). Было показано, что инотропные свойства 

кардиомиоцитов желудочков крыс зависят от каналов, обладающих 

механочувствительностью. Авторы работы установили, что при гипертрофии 

сердца увеличивается уровень экспрессии SAC, что ведет к увеличению 

сократимости миокарда (Chen et al., 2013).  
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Еще в начале XX века было продемонстрировано, что удар в область 

грудины способен восстанавливать сердечную деятельность у пациентов с 

синдромом Адамса-Стокса при внезапной остановке сердца (Schott, 1920). Позже 

был изобретен метод непрямого массажа сердца в качестве способа 

восстановления ритма сердца (Phillips et Burch, 1964; Portal et al., 1963). Также 

механическая стимуляция показала эффективность при устранении тахикардий, 

например при введении внутрисердечного катетора (Befeler et al., 1978). 

Механоэлектрическая обратная связь является одним из ключевых факторов 

формирования аритмий при некоторых сердечных патологиях. Было показано, что 

развитие аритмии возможно не только в условиях хронического патологического 

растяжения ткани предсердия (Murgatroyd et Camm, 1993; Singer et al., 1973), но 

так же и при кратковременном механическом воздействии (введение катетора) на 

патологическую ткань предсердий, которая не испытывала хронического 

растяжения (Cownell et al., 1993). Развитие аритмий характерно для пациентов с 

гипертонией (Sideris, 1987), также известно, что у пациентов с гипертрофией 

сердца аритмии возникают чаще (Pye et Cobbe, 1992). Вероятно, острое 

механическое воздействие ведет скорее к появлению экстрасистолий, а 

хроническое – к постоянным аритмиям. Эти примеры, конечно, можно было бы 

рассматривать только с точки зрения воздействия различных рефлексов на сердце 

и не говорить о явлении МЭОС, однако, существует большое количество данных 

о наличии сходных изменений электрофизиологии не только целого сердца, но и 

отдельных кардиомиоцитов, о чем будет сказано ниже. 

 

1.1.2. Изменение потенциалов при растяжении кардиомиоцитов 

В настоящее время доказано, что растяжение сердечной ткани, как 

предсердий, так и желудочков вызывает выраженные изменения мембранного 

потенциала клеток и формы потенциала действия (Lab, 1968). Камкин и Киселева 

впервые разработали метод регистрации потенциалов во фрагменте сердечной 

ткани, который подвергался растяжению и при этом сокращался либо в 
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результате искусственной стимуляции, либо самопроизвольно (Камкин и др., 

2003). Этот метод широко применялся не только в работах Камкина и Киселевой 

(Россия, Москва), но и J Günther и K-D Wagner (Германия, Берлин), MJ Lab 

(Великобритания, Лондон), D.Noble (Великобритания, Оксфорд). Во время 

регистрации фиксировалась величина предрастяжения (resting force) и величина 

актвного растяжения в момент сокращения клетки (active force). Данные, которые 

подвергались анализу это величина потенциала покоя, амплитуда потенциала 

действия, а также APD25, APD50, APD90 (длительность потенциала действия на 

уровне 25%, 50% и 90% фазы реполяризации потенциала действия). Опыты 

проводили на сердечной ткани, выделенной из здоровых животных (крысы, 

мыши, морские свинки) и из животных, у которых с помощью перевязки 

коронарных артерий был вызван инфаркт миокарда. Изучение постинфарктных 

сердец особенно важно с клинической точки зрения в свете того, что, во-первых, 

сердечная ткань таких сердец подвергается постоянному повышенному 

растяжению как в области неподалеку от инфарктного рубца, так и во всем сердце 

как результат ремоделинга, во-вторых, так как в приведенных ниже 

экспериментах было показано, что кардиомиоциты этих сердец значительно более 

чувствительны к растяжению, чем здоровых, что может быть связано с 

повышенной экспрессией механосенситивных каналов (Kamkin et al., 2003). 

Обобщая большое количество полученных результатов можно сказать, что 

главными эффектами растяжения сердечной ткани, как предсердий, так и 

желудочков являются значительное (часто более чем вдвое) увеличение времени 

реполяризации ПД на уровне APD90. Изменение длины APD90 оказалось 

следствием деполяризации, вызванной растяжением (Stretch Induced 

Depolarization, SID), причем было доказано, что эта деполяризация является 

реальным ответом клетки на растяжение, а не запускается предыдущим 

потенциалом действия, как в случае автодеполяризации. При увеличении силы 

растяжения на фоне этой деполяризации могли возникать дополнительные ПД, 

которые, как это обычно и бывает в случае дополнительных ПД, были меньше по 

амплитуде, чем стандартный ПД, что связано с нахождением части 
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потенциалзависимых каналов в состоянии инактивации. Эти дополнительные ПД 

могут вызывать тахиаритмию и фибриляцию, что неоднократно было показано на 

предсердиях, особенно для постинфарктных сердец (Murgatroyd et Camm, 1993, 

Singer et al., 1973, Wit et al., 1984). Все эти электрические эффекты полностью 

исчезали при снятии растяжения. Такие показатели как амплитуда ПД и величина 

ПП не отличались значительно от показателей в отсутствие растяжения. 

Участки ткани из постинфарктных, гипертрофированных сердец проявляли 

в целом такую же динамику реакции на растяжение, однако для достижения тех 

же эффектов требовалось значительно более слабое действие. Примечательно, что 

у ткани постинфарктных сердец наблюдалась гораздо большая гетерогенность 

форм ПД, что вероятно, связано с различным изменением ультраструктуры 

кардиомиоцитов при ремоделинге и как следствие изменения их электрических 

свойств (Kiseleva et al., 2000). 

Важно отметить, что все электрические эффекты, вызванные растяжением 

сердечной ткани, полностью блокировались Gd
3+

 - блокатором 

механоуправляемых каналов, что демонстрирует участие механуправляемых 

каналов (Hu et Sachs, 1997). 

 

1.1.3. Каналы, обеспечивающие механоэлектрическую обратную связь 

в сердце 

В настоящее время в литературе существует путанница с описанием ионных 

каналов, которые могут изменять свои свойства в зависимости от механического 

напряжения мембраны. Мы используем терминологию, в которой выделяем два 

типа таких каналов. 

MGChs (Mechanically Gated Channels) или SAC (Stretch Activated Channels) – 

механоуправляемые каналы – выполняют роль механоэлектрических 

преобразователей, преобразовывающих механическую энергию в электрическую 

при помощи воротного механизма каналов. Для них механический стресс, 

реализуемый через изменение механического напряжения (tension) мембраны, 
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служит полноценным физиологическим раздражителем, открывающим каналы. 

Большинство MGCs являются катион неселективными, а часть имеют калиевую 

проводимость.  

MSCs (Mechanically Sensitive Channels) – механочувствительные каналы – 

могут быть потенциал- или лиганд-управляемыми. Для них полноценным 

физиологическим раздражителем, активирующим каналы, служит изменение 

потенциала (при наличии в доменах сенсора напряжения – сегмента S4, например, 

NaV, CaV, KV каналы) или связывание с лигандом (при наличии рецептора). При 

механическом стрессе эти каналы меняют проводимость для «своих» ионов. 

Например, растяжение кардиомиоцита приводит к уменьшению Ca
2+

-тока через L-

тип Ca
2+

-каналов CaV1.2, которые являются MSCs (Takahashi et al., 2019).  

До настоящего момента подавляющее большинство механосенситивных 

каналов, описанных у млекопитающих, относится к каналам, пропускающим 

катионы, то есть являющихся катионными неселективными (SACNS), 

активируемым растяжением. Ток, который возникает при активации таких 

каналов обозначают ISAС,NS или IMGCh,NS. Также описана более малочисленная 

группа каналов, которые при активации пропускают преимущественно катионы 

K
+ 

(SACK), ток через эти каналы обозначают как ISAC,K. 

Как показали исследования, механосенситивностью обладает большое 

количество ионных каналов, в том числе и те, что находятся в мембране клеток 

сердца. Несмотря на то, что первая работа, в которой было показано наличие 

механоиндуцированного тока у одиночных каналов в кардиомиоцитах 

новорожденных крыс методом patch-clamp в конфигурации cell-attached, 

относится ещѐ к 1988 году (Craelius et al., 1988), долгое время такие работы 

оставались единичными, выполненными на маленьких выборках, так как не было 

эффективного способа растяжения изолированных кардиомиоцитов. Впервые 

убедительные данные о возникновении неспецефического катионного тока 

(IMGCh,NS) в ответ на растяжение изолированных кардиомиоцитов желудчков 

взрослых крыс были получены Kamkin A, Kiseleva I, Isenberg G в 2000 году 
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(Isenberg et al., 2003; Kamkin et al., 2000; Kamkin et al., 2003; Kamkin et al., 2003). 

Это удалось им благодаря разработке оригинальной методики растяжения целого 

изолированного кардиомиоцита. Была показана связь этого тока с потенциалом 

действия и выявлено, что этот ток блокируется ионами Gd
3+
. Позднее этими же 

авторами был описан этот ток в кардиомиоцитах желудочков морских свинок, 

мышей и человека, также он был найден не только в кардиомиоцитах желудочков, 

но и предсердий. 

Несмотря на однозначные доказательство наличия SAC в клетках сердца до 

сих пор точно неизвестно какие именно представители и каких семейств каналов 

выполняют эту роль. Главными кандидатами на роль каналов, проводящих 

IMGCh,NS являются некоторые каналы TRP (Vennekens, 2011), широко 

представленные в клетках сердца млекопитающих, и особый вид каналов Piezo1 

(Coste et al., 2010; Kawakubo et al., 1999). При формировании ISAC,K было показано 

участие таких каналов как: TREK-1, KATP, KCNQ, BKCa (Ma et al., 2018; Van 

Wagoner et Lamorgese, 1994; Vennekens, 2011).  

Семейство TRP. Каналы TRP - представители суперсемейства потенциал-

управляемых ионных каналов, среди которых есть К
+
, Na

+
 и Ca

2+
 каналы, и 

родственные им каналы, управляемые циклическими нуклеотидами. Эти каналы 

являются гомотетрамерами (реже гетеротетрамерами), состоящими из четырех 

субъединиц, каждая из которых представлена полипептидной цепью, имеющей 

шесть трансмембранных спиралей (Cheng et al., 2010). 

Подсемейство TRPC. По современным данным механосенситивностью 

обладают только каналы TRPC1 и TRPC6. TRPC1 является неселективным 

катионным каналом, активируемый рецептором. В клетке TRPC1 был найден в 

плазматической мембране, эндоплазматическом ретикулуме, внутриклеточных 

везикулах и т.д. Он обнаруживается практически во всех тканях человека (Nesin et 

Tsiokas, 2014). TRPC1 предназначен для модуляции входа Са
2+
, опосредованного 

каналами, отвечающими за вход Ca
2+

 в ответ на опустошение кальциевых депо 
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(Mori et al., 2002; Ong et al., 2013). С помощью анализа экспрессии мРНК было 

установленно, что TRPC1 присутствуют в сердце человека (Riccio et al., 2002). 

TRPC6 неселективный катионный канал в 6 раз более проницаемый для 

Ca
2+

, чем для Na
+
. Гомотетрамерный канал непосредственно активируется 

вторичным мессенджером диацилглицеролом (DAG) (Dietrich et Gudermann, 

2014). Механосенситивность данного канала при физиологических значениях 

механических воздействий ставятся некоторыми исследователями под сомнение 

(Gottlieb et al., 2008; Mederos y Schnitzler et al, 2008). С другой стороны была 

показана высокая вероятность того, что именно эти каналы обуславливают 

IMGCh,NS в желудочках кардиомиоцитов мышей (Dyachenko et al., 2009), где они, 

по-видимому, локализованы в Т-трубочках (Dyachenko et al., 2009). Белки этого 

канала активно экспрессируются в сердце человека (Riccio et al., 2002). 

Подсемейство TRPA. Представлено всего одним каналом TRPA1, 

являющимся неселективным катионным каналом. Было показано наличие данного 

канала в желудочковых кардиомиоцитах мышей (Andrei et al., 2017). Существует 

несколько причин, вызывающих интерес к TRPA1 млекопитающих как к 

механосенситивным каналам. Во-первых, наличие большого N-терминального 

домена анкириновых повторов, способная действовать как воротная пружина 

(Gaudet, 2008; Howard et Bechstedt, 2004), Во-вторых, экспрессия TRPA1 в 

волосковых клетках внутреннего уха (Corey et al., 2004). В-третьих, 

существующие сведения, что у беспозвоночных структурно сходные каналы с 

TRPA1 обеспечивают основополагающую роль в механотрансдукции (Sidi et al., 

2003; Walker et al., 2000). 

Подсемейство TRPM. Самое разнообразное семейство TRP каналов, у двух 

представителей которого обнаружены механосенситивные свойства, лишь один из 

которых обнаружен в клетках сердца. 

TRPM7 является ионным каналом с достаточно необычными свойствами. 

При гиперполяризации он проводит двухвалентные катионы, при деполяризации - 

одновалентные (Fleig et Chubanov, 2014; , Nadler et al., 2001). Канал распространен 
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у млекопитающих повсеместно, в том числе и в сердце (Fonfria et al., 2006). 

Механосенситивность канала показана в первую очередь при растяжении в 

результате изменения объема содержащих его клеток (Bessac et Fleig, 2007; 

Filatova et al., 2019; Oancea et al., 2006). 

Подсемейство TRPV. На настоящий момент известно два канала, 

обладающих механосенситивностью TRPV2 и TRPV4, представленных в 

различных тканях, включая сердце. Являются неселективными катионными 

каналами, обладающими более высокой проницаемостью для Ca
2+

. 

TRPV2 - катионный канал, проницаемый в первую очередь для Ca
2+

. 

Активируется под действием высокой температуры, различных химических 

веществ и механического стресса (Kojima et Nagasawa, 2014). Было показано, что 

растяжение мембраны активирует TRPV2 в кардиомиоцитах (Iwata et al., 2003). 

Более того, растяжение мембраны индуцирует транслокацию TRPV2 из 

внутриклеточного пула в плазматическую мембрану, через активацию PI3-киназы 

(Kippenberger et al., 2005). TRPV2 в значительной степени влияет на регуляцию 

Са
2+ 
в кардиомиоцитах. 

TRPV4 - неселективный катионный канал более проницаемый для Ca
2+

 и 

Mg
2+
, чем для Na

+
 и обеспечивает приток Ca

2+
 в клетку после активации в 

нормальных физиологических условиях (Voets et al., 2002). Этот канал 

представлен повсеместно, в том числе и в сердце (Everaerts et al., 2010). 

Механосенситивность его проявляется чувствительностью к осмотическим 

изменениям, напряжению сдвига и нагрузке вязкостью (Andreade et al., 2005; Gao 

et al., 2003; Kohler et al., 2006; Liedtke et al., 2000; Strotmann et al., 2000, 

Wiessenbach et al., 2000). 

Подсемейство TRPP. Судя по всему - самое древнее семейство TRP 

каналов (Palmer et al., 2005;  Venkatachalam et Montell, 2007). Являются 

неселективными ионными каналами с повышенной проницаемостью для Ca
2+

. 

Механосенситивность показана только для каналов TRPP2. Функциональный 

канал формируется только при взаимодействии TRPP2 с полицистином-1 
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(Hanaoka et al., 2000). Механическая активация данного комплекса, приводящая к 

запуску Ca
2+

-цитозольного сигнала, осуществляется через ресничку (цилию) 

(Praetorius et Spring, 2005). В сердце данный комплекс не обнаружен. 

Далее приводим краткую характеристику K
+
-каналов, обладающих 

механосенситивностью. 

TREK-1 (K2P2.1) ионные каналы. Каналы K2P известны как каналы утечки, 

стабилизирующие мембранный потенциал. Это один из важнейших и 

интереснейших типов каналов, однако, его подробное рассмотрение выходит за 

рамки этого обзора. Механосенситивностью обладают члены подсемейств TREK-

1, TREK-2 и TRAAK (Ma et al., 2018), экспрессируются они повсеместно в 

организме в том числе и в сердце (Koh et al., 2001; Niu et Sachs, 2003; Terrenoire et 

al., 2001). Растяжение мембраны клетки обратимо открывает каналы, 

амфипатичные соединения могут либо открыть, либо закрыть их (Patel et al., 

1998). TREK-1 и TRAAK демонстрируют выраженную десенситизацию при 

растяжении мембраны в течение 100 мсек (Honore et al., 2006). На уровне ткани 

сердца экспрессия TREK-1 неоднородна, она увеличивается от клеток эпикарда к 

клеткам эндокарда, обеспечивая, очевидно, разный паттерн механоэлектрической 

обратной связи (Kelly et al., 2006). В сердце человека TREK-1 не выявлены, судя 

по всему их роль выполняют родственные каналы TRAAK (Duprat et al., 1997). 

АТФ-управляемые K
+
-каналы. Важнейшие каналы, представленные в 

различных тканях, они связывают метаболизм клетки с еѐ возбудимостью 

(Ashcroft, 2007; Miki et Seino, 2005). Снижение уровня АТФ в клетке, а также 

ишемия усиливает чувствительность канала к растяжению (Kohl et al., 2006; Van 

Wagoner et Lamorgese, 1994). 

BKCa ионные каналы. Это Ca
2+

-активируемые K
+ 

-каналы. 

Механосенситивность каналов BKCa (также SAKCA) была показана для 

клонированных из культуры кардиомиоцитов желудочков куриного эмбриона 

(Kawakubo et al., 1999). Было установленно, что Stress-Axis Regulated Exon 

(STREX) ответственен за чувствительность каналов к растяжению (Naruse et al., 
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2009). Необычным фактом является то, что каналы BKCa содержащие STREX 

проявляют механочувствительность только у клеток цыплят и людей, но не у 

мышей и кроликов (Naruse et al., 2009). Очень интересно и двунаправленное 

взаимодействие между управлением ионами Ca
2+

 и механическим растяжением 

канала SACSA, так как его электрические свойства прямо регулируются как 

ионами Ca
2+

 так и механическими силами. К сожалению, непосредственная 

физиологическая роль канала SAKCA в сердце взрослого животного in situ пока 

остается не установленной (Iribe et al., 2010).   

Отдельной обособленной разновидностью каналов являются Piezo ионные 

каналы. Открытая в 2010 году группа каналов совершенно не похожая по своей 

структуре на ранее известные (Coste et al., 2010). Это огромный белок, состоящий 

примерно из 2500 аминокислот, имеющий 24-32 трансмембранных сегментов, 

которые образуют тетрамер (Coste et al., 2012). Эта структура, имеющая очень 

большую поверхностную область, может быть хорошо приспособлена для 

восприятия изменения в кривизне и/или растяжении липидного бислоя мембраны. 

Piezo играет роль в объемном гомеостазе эритроцитов (Faucerre et al, 2014). Еще 

недавно данные относительно наличия и функционирования этих каналов в 

кардиомиоцитах отсутствовали, однако в 2021 году было показано, что Piezo1 

каналы играют роль механического сенсора в кардиомиоцитах мышей (Jiang et al., 

2021). 

 

1.1.4. Механосенситивные токи в кардиомиоцитах 

Выше в этом обзоре было описано влияние растяжения на изменение 

потенциала клетки, однако для более детального изучения вопроса, выяснения 

вклада отдельных каналов, было необходимо исследовать токи (IMGCh), 

возникающие в клетке в результате еѐ растяжения. Долгое время подобные 

исследования не проводились по причине технической сложности растяжения 

изолированного кардиомиоцита. 



23 
 

Проблема была решена в 1999-2000 годах Российско-Германской 

исследовательской группой в составе авторов A.Kamkin, I.Kiseleva (Россия), 

G.Isenberg (Германия) на изолированных клетках желудочков морской свинки, 

крысы, мыши и человека в норме и при сердечных патологиях (Kamkin et al., 

2003; Kamkin et al., 2000). Независимо, в это же время научной группой под 

руководством Y.H.Zhang в Республике Корея были выполнены эксперименты  по 

растяжению изолированных интактных кардиомиоцитов предсердий  (Zhang et al., 

2000). 

Эксперименты рабочей группы под руководством A.Kamkin проводили с 

использованием метода patch-clamp в конфигурации whole-cell и разработанным 

принципом растяжения кардиомиоцитов, описанным в методике данной работы. 

Первые же данные показали, что растяжение изолированного 

кардиомиоцита из желудочка здорового сердца вызывает появление суммарного 

мембранного тока (Kamkin et al., 2003). Негативный ток появлялся в 

кардиомиоците желудочка из сердца мыши при быстром растяжении на 6 мкм, с 

дальнейшим увеличением амплитуды при растяжении на 8, 10 и 12 мкм. 

Одинаковый по величине ответ длился в течении всего времени растяжения, то 

есть инактивации тока не происходило. Данный ответ был полностью обратимым 

и исчезал при снятии растяжения. У здоровых клеток электрический ответ на 

растяжение менее 4 мкм не наблюдался.  

Важно сказать о том, как действует растяжение на фоне изменения 

мембранного потенциала. В эксперименте растягивали клетку и ступенчато 

меняли мембранный потенциал от уровня фиксации в -45 мВ длительностью 

ступени 140 мс, в диапазоне от -100 мВ до +100 мВ. Выяснилось, что растяжение 

клетки уменьшает ICa-L ток, но что еще более примечательно, что поздние токи – 

токи, измеренные в конце импульсов длительностью 140 мс, были уменьшены 

при негативных и увеличены при позитивных потенциалах (Kamkin et al., 2003). 

Вызванные растяжением изменения в поздних токах, характеризовались I-V 

кривой аномального выпрямления с током выходящего направления c 
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потенциалом реверсии -16 мВ. Изменения в суммарном токе через мембрану 

наблюдали во всех случаях при их растяжении. Это позволило сделать 

предположение, что растяжение модулирует не единичный компонент, а 

несколько компонентов ионных токов (Kamkin et al., 2000; Kamkin et al., 2000). 

Резюмируя исследования, проведенные на изолированных кардиомиоцитах 

крысы, морской свинки и мыши в K
+

in/K
+

out среде можно сказать, что растяжение 

клеток способно изменять суммарный мембранный ток путем модуляции как K
+
-

токов (Dyachenko et al., 2006; Dyachenko et al., 2009; Inoue et al, 2006; Kamkin et 

al., 2000; Kamkin et al., 2003a), так и тока через активируемые растяжением 

неселективные катионные каналы (INS) (Kamkin et al., 2000; Kamkin et al., 2003a). 

В кардиомиоцитах механосенситивность была показана для разнообразных K
+
-

каналов (см. информацию выше). Важно отметить, что также было обнаружено, 

что при растяжении вентрикулярных кардиомиоцитов происходит инактивация 

калиевых каналов аномального выпрямления с током входящего направления (IK1) 

- калиевых Kir2.3 каналов (Dyachenko et al., 2009).  

Известными блокаторами IMGCh являются Gd
3+

 (Yang et Sachs, 1989) и яд 

тарантула пептид GsMTx-4, которые, однако, не обладают полной 

спецефичностью к SAC  (Spassova et al., 2006; Suchyna et al., 2000).  

Важным с точки зрения изучения природы IMGCh является доказательство, 

что он не является Ca
2+

-индуцируемым. Это было показано при применении 

хелатора Ca
2+

 BAPTA, который вводился в клетку через пэтч-пипетку. Величина 

IMGCh на фоне BAPTA не изменялась (Kamkin et al., 2003). 

Ещѐ одним важным вопросом, который хотелось бы затронуть в рамках 

этого обзора относительно INS,MGCh, это ионная природа входящей компоненты 

данного тока. Исследования c использованием различных блокаторов и замены 

ионов в растворах показали, что входящий INS,MGCh в физиологических условиях 

переносится ионами Na
+
, а не Ca

2+ 
(Kamkin et al., 2000; Kamkin et al., 2003a). 

При патологии в случае гипертрофии сердца для IMGCh наблюдается та же 

тенденция, что и для изменений потенциалов, изученных на сердечной ткани: 
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увеличение чувствительности к растяжению больных клеток в виде появления 

токов с большей амплитудой при меньших значениях растяжения. Такие различия 

скорее всего обусловленны повышенной экспрессией MGCh у 

гипертрофированных клеток (Kiseleva et al., 1999). 

 

1.2. Оксид азота (NO) в сердце 

Оксид азота (NO) - одна из самых важных сигнальных молекул в организме 

человека. NO впервые был обнаружен в 1987 году как биологический 

мессенджер, полученный из эндотелия, вызывающий дилатацию кровеносных 

сосудов (Ignarro et al., 1987). Более того, некоторые авторы считают NO одной из 

ключевых молекул в регуляции сердца как в нормальном, так и в патологическом 

состояниях (Sears et al., 2004). 

NO имеет преимущества по сравнению с большинством биологических 

регуляторов, такие как отсутствие заряда и небольшая молекулярная масса, что 

дает ему возможность быстро диффундировать и беспрепятственно проникать 

через плотные клеточные слои и внутриклеточное пространство (Hughes, 2008). 

Проходя через мембрану клетки, NO действует не только как межклеточный 

трансмиттер, но также как часть внутриклеточных эффекторных систем, таких 

как другие известные вторичные мессенджеры. За счет неспаренного электрона 

NO является высокоактивным химическим соединением, легко вступая в реакции 

с различными молекулярными компонентами клетки (Hughes, 2008), что является 

причиной огромного количества биологических эффектов, которые способна 

вызывать эта молекула. При этом нельзя забывать, что, обладая регуляторной 

функцией в низких концентрациях, в высоких – этот газ является 

высокотоксичным (для обзоров см.: (Butler et al., 1995; Marletta, 1994; Nathan et 

Xie, 1994; Schmidt et Walter, 1994; Stamler, 1994; Liaudet et al., 2000; Bruckdorfer, 

2005). В исследованиях применялась различная концентрация доноров NO, 

детальное обсуждение этого вопроса приводится в разделе 3.2.1. 
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1.2.1. Источники NO в сердце 

Основными источниками NO в организме млекопитающих являются особые 

комплексы ферментов - NO-синтазы (NOS). Существует три типа NOS, две 

конститутивных (или кальций-зависимых): нейрональная NOS (nNOS или NOS1) 

и эндотелиальная NOS (eNOS или NOS3) и одна кальций-независимая изоформа: 

индуцибельная NOS (iNOS, NOS2). 

NOS продуцирует NO, активируя реакцию между L-аргинином, 

кислородом, H
+
 и NADPH (Knowles et Moncada, 1994). 

В сердце основная доля NO синтезируется конститутивными NO-синтазами. 

NOS1 экспрессируется в кардиомиоцитах (Xu et al., 1999; Papapetropoulos et al., 

1999; Damy et al., 2003; Ziolo et al., 2008) и в преганглионарных и 

постганглионарных волокнах, иннервирующих синоатриальный и 

атриовентрикулярный узлы, субэпикардиальных и эндокардиальных нервных 

клетках. NOS3 в основном встречается в сосудах сердца и эндокардиальных 

эндотелиоцитах. В меньшей степени эта изоформа представлена в рабочих 

кардиомиоцитах и кардиомиоцитах синоатриального и атриовентрикулярного 

узлов, однако существует ряд исследований, где показаны ее важные функции в 

этих клетках, о чем будет сказано ниже (Papapetropoulos et al., 1999; Shah et 

MacCarthy, 2000; Ziolo et al., 2008). Локализация NOS1 и NOS3 в кардиомиоците 

также различается.  NOS1 расположена в перимембранной области 

саркоплазматического ретикулума кардиомиоцита, NOS3 была найдена в 

кавеолах (Feron et al., 1996 Xu et al., 1999; Williams et al., 2006; Ziolo et al., 2008). 

Эти молекулы играют важную роль в предотвращении диффузии NO в клетках 

сердца, где концентрация миоглобина высока. Миоглобин связывается с NO с 

высокой аффинностью, и это ограничивает биологическую активность NO. В 

патологических условиях, таких как высокая концентрация супероксид анионов, 

NO может реагировать с ними и ограничивать свою биологическую активность. 

(Casadei et Sears, 2003) 
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Индуцируемая NOS2 также была обнаружена в различных клетках сердца – 

ее появление сопряжено с локальным увеличением концентрации 

провоспалительных цитокинов. Помимо кардиомиоцитов эта изоформа была 

найдена в микрососудах, эндокардиальных эндотелиоцитах, сосудистых 

гладкомышечных клетках и фибробластах (Papapetropoulos et al., 1999; 1999; Shah 

et MacCarthy, 2000; Casadei et Sears, 2003). 

 

1.2.2. Эффекты NO в сердце 

 

Рисунок 1. Стимуляторы выделения, источники и мишени NO в кардиомиоците (Seddon 

et al., 2007). 

 

Показано влияние NO практически на все аспекты деятельности сердца: 

развитие, сократимость, сердечный ритм, энергопотребление, ответ на 

нейротрансмиттеры, гормоны, паракринные вещества и цитокины. NO имеет 

выраженный эффект на сократимость и сердечный ритм. Интересно, что этот 

эффект - двухфазный и зависит от концентрации. Низкие концентрации доноров 

NO, (0.1–10 мкМ), оказывают позитивные инотропный и хронотропный эффекты, 

действуя, как было показано, преимущественно через s-нитрозилирование (Ziolo, 
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2008) высокие (более 100 мкМ) - отрицательные, через cGMP-путь. (Vila-Petroff et 

al., 1999; Brady et al., 1993; Shah et MacCarthy, 2000; Casadei et Sears, 2003). 

Вероятно, NO принимает участие в авторегуляции сердечного цикла, так 

как его концентрация циклически меняется на его протяжении. Еѐ максимум 

приходится на период наполнения (Pinsky et al. 1997). Увеличение концентрации 

NO, по всей видимости, связано с растяжением сердечной мышцы, такая 

зависимость была показана в некоторых работах (Vila-Petroff et al, 1999; Shim et 

al., 2017; Pinsky et al. 1997). 

Эндогенный NO влияет на зависимость связи сила – частота в 

кардиомиоцитах. И, хотя направление и выраженность этих эффектов зависят от 

экспериментальных условий, в целом можно сказать, что положительное 

соотношение сила-частота в миокарде подавляется эндогенным NO. Было 

установлено, что данное соотношение значительно возрастает после введения 

NOS1-ингибитора, например, у кардиомиоцитов крыс. Сходный эффект 

наблюдается in vivo у нокаутных NOS1
-/-

 мышей. Это доказывает, что NOS1 

синтезирует NO, усиливающий эффект силы-частоты (более подробно см.: (Shah 

et MacCarthy, 2000, Casadei et Sears, 2003). 

Молекула NO способна регулировать ответ сердечной мышцы на 

адренергическую и холинергическую стимуляцию. β-адренергический 

инотропный эффект модулируется донорами NO, которые уменьшают его в 

малых дозах и увеличивают в высоких (Kelly et al., 1996; Shah et MacCarthy, 2000; 

Massion et Balligand, 2003). Также существуют данные об ингибировании β-

адренергической реактивности при повышенной экспрессии миокардиальной 

NOS3 в патофизиологических условиях (Casadei et Sears, 2003). Существуют 

данные, что у некоторых животных умеренная оверэкспрессия NOS3 приводит к 

ингибированию α-адренергических ответов (Casadei et Sears, 2003). NO также 

опосредует эффекты холинергической стимуляции сердца (Balligand et al., 1995). 

Приведенные выше данные были подтверждены позже в экспериментах, где 

использовали ингибиторы NOS или NOS
-/-

 мышей (Shah et MacCarthy, 2000). 
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Помимо прочего, NO способен регулировать энергетические и 

метаболические свойства миокарда. Например, выделение NO из эндотелия 

микрососудов паракринно вызывает обратимое ингибирование потребления 

кислорода в сердечной мышце (Shen et al., 1994; Trochu et al., 2000). Таким 

образом, стимуляция высвобождения NO, например, посредством брадикинина, 

снижает уровень митохондриального дыхания, в свою очередь добавление 

ингибиторов NO-синтазы приводит к увеличению общего потребления кислорода 

в сердце без сопутствующих изменений гемодинамики и сократительной 

активности (Shen et al., 1994; Shen et al., 1997). Также показано инибирование 

гликолиза посредством NO (Zhang et Snyder, 1992). 

Молекула NO играет важную роль в процессах, связанных с клеточной 

смертью, причем она может, как стимулировать гибель клетки, так и 

предотвращать ее. Какой из эффектов будет реализовываться, зависит от 

концентрации оксида внутри клетки и взаимодействия с другими биологическими 

молекулами, например, с кислородом и супероксидными радикалами 

(супероксидные анионы), т.е. ионами молекул кислорода с неспаренным 

электроном (Tsang et al., 2004; Calabrese et al., 2009). В низких концентрациях NO 

обладает кардиопротекторным, анти-апоптотическим, анти-гипертрофическим 

эффектами, защищающими клетки сердца от повреждений, вызванных 

патологическими состояниями, такими как, например, ишемия. В высоких 

концентрациях NO чрезвычайно опасен.  Когда концентрация NO становится 

избыточной, он оказывает на кардиомиоциты про-некротический и про-

апоптотический эффекты (Casadei et Sears, 2003; Strijdom et al., 2009; Calabrese et 

al., 2009). 

Оксид азота (NO) принимает участие в регуляции деятельности сердечной 

мышцы не только в условиях нормы, но и при патологических состояниях. 

Экспрессия и активность NO-синтаз увеличивается в миокарде крыс и мышей, у 

которых был вызван инфаркт в эксперименте, а также у людей с различными 

заболеваниями сердца (Wildhirt et al., 1995; Casadei et Sears, 2003). NOS1 и NOS3 
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продуцируют NO, влияющий на сократимость, энергетический баланс и 

экспрессию генов в миокарде (например, с кардиомиопатиями, инфарктами), что 

может быть адаптивным эффектом, защищающим поврежденное сердце от 

вредных воздействий чрезмерной стимуляции катехоламином, а также от 

свободных радикалов. (Michel et Smith, 1993; Paulus, 2001). NOS2, в отличие от 

NOS1 и NOS3, обладает токсическим действием на кардиомиоциты, вызывая 

апоптоз и участвуя в воспалительных процессах при функциональной патологии 

сердца. (Michel et Smith, 1993; Wildhirt et al., 1995). 

Регуляция деятельности сердца с помощью NO реализуется в первую 

очередь за счѐт действия на кардиомиоциты (хотя так же имеет значение действие 

на эндотелий коронарных сосудов и, вероятно, на фиброласты). Источником NO 

может быть как NO выделяющийся из соседних клеток, в первую очередь 

эндотелиоцитов, так и эндогенный NO а также, в какой-то степени, NO, 

образующийся не ферментативным путѐм, например из нитратов пищевого 

происхождения (Zweier et al., 1995). 

Как видно из вышесказанного, NO может оказывать множество 

разнообразных, порой противоположных эффектов на самые разные функции и 

системы сердца. Подводя итог, можно сказать, что конечный эффект действия NO 

на сердце зависит от следующего: (1) клеточного источника NO, (2) количества 

освобожденного NO, (3) преобладающего окислительно-восстановительного 

баланса и антиоксидантного статуса, (4) стимулов, таких как коронарный поток и 

сердечный ритм, (5) мишени ткани, (6) взаимодействия с нейрогуморальными и 

другими стимулами, (7) уровень активности иммунной системы или заболевания 

и (8) активации внутриклеточных цГМФ-зависимых и независимых субклеточных 

каскадов (Shah et MacCarthy, 2000). 
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1.2.3. Молекулярные механизмы NO-вызванных эффектов.  

NO может действовать двумя основными молекулярными путями: 

активацией растворимой GMP-циклазы и дальнейшая активация PKG и других 

активных молекул и S-нитрозилированием метиониновых остатков белков (Lima 

et al., 2010). Существует работа, в которой показано, что s-нитрозилирование 

чаще осуществляется с помощью nNOS, а sGMP-зависимый путь в большей 

степени находится под влиянием eNOS (Ziolo, 2008). Также следует отметить, что 

NO – не единственный возможный продукт NOS. В отсутствие L-аргинина и при 

изменении редокс-потенциала клетки, NOS может образовывать активные формы 

кислорода, так называемые ROX, способные оказывать токсическое действие на 

клетку (Förstermann et Münzel, 2006). 

 

1.2.4. Влияние растяжения на активность NO-синтаз и содержания NO 

в кардиомиоците. 

NO принимает участие в регуляции ионных токов кардиомиоцита, в том 

числе через механоуправляемые каналы (Boycott et al., 2020). В то же время и 

сами NOS чувствительны к растяжению клетки. Такая сложная реакция на 

механические воздействия не кажется удивительной в такой структуре как сердце, 

которое находится в постоянной смене сокращения и расслабления и, как 

следствие, постоянно подвергается растяжению. 

Действительно, в различных типах тканей мы можем наблюдать активацию 

NOS при некотором механическом воздействии на эти ткани, и NO действует как 

вторичный посредник в формировании клеточного ответа. Наиболее известная и 

впервые обнаруженная роль NO как вещества, которое реагирует на механическое 

воздействие, а именно на напряжение сдвига, - это роль сосудорасширяющего 

средства в сердечно-сосудистой системе (Ignarro et al., 1987). 

Позже появилось сообщение о механически индуцированной эмиссии NO в 

других тканях, кроме эндотелия. NO оказался важным фактором наряду с 

фактором роста гепатоцитов в стимуляции стволовых клеток скелетных мышц, 
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так называемых сателлитных клеток, после травмы или механического 

воздействия, которые вызывают регенерацию мышц и развитие новых 

миофибрилл. (Tatsumi et al., 2002). Более того, было показано, что NO действует 

как протектор во время мышечной перегрузки, участвуя в регуляции роста мышц, 

включая регуляцию транскрипции скелетного альфа-актина и тяжелой цепи 

миозина типа I (Sellman et al., 2006). Другой пример протекторной роли NO был 

показан в капиллярах почечных клубочков, где NO через cGMP действует на 

RhoA, что предотвращает индуцированное растяжением образование актиновых 

стрессовых волокон и активацию Erk в этих клетках (Krepinsky et al., 2003). 

Изменение концентрации NO в ответ на механическое воздействие было 

показано не только для мышц, но и для костей (Bacabac et al., 2004), 

соединительной ткани (Rannou et al., 2003), зрительного нерва (Liu et Neufeld, 

2001). 

По-видимому, роль NO в защите от механического стресса еще более 

глобальна: было показано, что eNOS входит в комплекс белков кавеол, который 

является важной структурой в ответе клетки на различные типы стимулов, 

включая механические (Shaul et al., 1996; Shvets et al., 2014). 

Итак, как мы видим, NO - хорошо известная регуляторная молекула, 

выделяющаяся в ответ на растяжение в гладких и скелетных мышцах, поэтому мы 

можем предположить, что она выполняет сходные функции и в сердце, где 

растяжение является обычным процессом как в норме (преднагрузка сердечной 

мышцы) так и при патологических состояниях (гипертрофия, рубцы после 

инфарктов), когда этим клеткам приходится адаптироваться к этим изменениям. 

Действительно, есть свидетельства того, что NO может играть важную роль 

в таких адаптационных процессах. Убедительное доказательство того, что 

молекула NO может служить сигналом механического воздействия на сердечные 

клетки, было обнаружено в работе Pinsky и его коллег, где они показали 

изменение концентрации NO в целом сердце кролика во время нормального 
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сердцебиения in vivo при увеличении или уменьшении преднагрузки желудочков 

(Pinsky et al., 1997). 

Было убедительно показано увеличение концентрации NO в 

кардиомиоцитах при их растяжении (Liao et al., 2006; Petroff et al., 2001; Shim et 

al., 2017). 

Растяжение может влиять на NOS двумя различными путями, с одной 

стороны, активируя этот белковый комплекс непосредственно, что было описано 

выше, с другой, влияя на экспрессию генов, отвечающих за синтез белков NOS, 

таким образом вызывая долгосрочные увеличения экспрессии NO. Так было 

выявлено долговременное изменение концентрации NO у пациентов с 

дилатационной кардиомиопатией. Это изменение может быть вызвано 

увеличением эндомиокардиальной экспрессии NOS2 и NOS3 (Heymes et al., 1999). 

Было продемонстрировано, что искусственная оверэкспрессия NOS3 у мышей 

уменьшают последствия инфаркта миокарда, а, как известно, растяжение 

сердечной ткани всегда имеет место при образовании инфарктного рубца (Jones et 

al., 2003; Janssens et al., 2004). В то же время другая группа исследователей 

показала, что фибрилляция предсердий вызывает подавление экспрессии 

эндокардиальной NOS и продукции NO, что приводит к снижению базального 

уровня оксида азота (Cai et al., 2002). 

Отдельным вопросом является вопрос о том, какие молекулярные 

механизмы приводят к активации NOS в кардиомиоцитах через растяжение.  

В отличие от молекулярных механизмов, приводящих к активации eNOS у 

эндотелиоцитов в результате напряжения сдвига, которые хорошо и подробно 

изучены, работ относительно активации NOS через растяжение для 

кардиомиоцитов гораздо меньше. В уже упомянутой выше статье, Petroff 

утверждает, что растяжение клеток индуцирует зависимое от PtdIns-3-OH киназы 

(PI(3)K) фосфорилирование как Akt, так и эндотелиальной изоформы синтазы 

оксида азота (eNOS), что приводит к ее активации (Petroff et al., 2001, Angelone et 

al., 2015). 
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Сейчас предполагается, что молекула дистрофина может играть 

центральную роль в передаче механического растяжения на NOS. Так было 

показано, что разрушение дистрофина приводит к снижению синтеза NO более 

чем на 70%, что приводит к таким изменениям как укорочение ПД и усилению 

K
+
-токов (Reilly et al., 2016), эти изменения связывают с разобщением nNOS и 

сарколеммы, что было показано для скелетной мышцы (Brenman et al., 1995). Это 

подтверждает и другое исследование, в котором было продемонстрировано, что 

nNOS может быть активирован посредством фосфорилирования S1412-участка с 

помощью комплекса дистрофин-гликопротеин и протеинкиназы, активируемой 

AMP (Garbincius et Michele, 2015). Также было показано, что активация интегрина 

стимулирует NO-зависимый выброс Ca
2+

 из ретикулума. Вероятно, сигнал с 

интегринов передается на NOS через киназу фокальной адгезии (FAK) (Van der 

Wees et al., 2006). Любопытно, что показан и обратный эффект: влияние NO на 

экспрессию интегрина β1 через cGMP путь (Zhan et al., 2018). 

В недавнем исследовании было продемонстрировано, что у мышей с геном 

cavin-1 -/- (cavin-1 – это белок, который участвует в построении кавеол) eNOS 

проявляет чрезмерную активность, которая вызывает неадекватные реакции на 

механическое растяжение. В нормальном состоянии eNOS находится под 

ингибирующем влиянием со стороны комплекса Cav1/3 и Cavin-1 (Kaakinen et al., 

2017).  

В последние годы было продемонстрировано, что механоуправляемый 

канал Piezo1 принимает участие в регуляции экспрессии eNOS в клетках сердца, 

подвергшихся чрезмерной преднагрузке (Wong et al., 2018), однако характер 

такого влияния оказывается различным при различных степенях этой 

преднагрузки. 

Механическое воздействие не только активирует синтез NO, но и сам NO 

играет важную роль в регуляции механосенситивности кардиомиоцитов. Так 

было показано, что взаимодействие NO с цитоскелетом регулирует и 
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стабилизирует механосенситивность кардиомиоцита. Речь идет о взаимодействии 

с интегринами, комплексом дистрофин-гликопротеин, тайтином и LIM-доменом. 

Как уже было сказано, активация интегрина стимулирует NO-зависимый 

выброс Ca
2+

 из ретикулума, был упомянут и обратный эффект: влияние NO на 

экспрессию интегрина β1 через cGMP путь (Zhan et al., 2018). Талин и винкулин - 

два белка цитоскелета ассоциированных с интегрином и актином, так же 

способны модулироваться NO. Это было напрямую показано для скелетных 

мышц и предполагается для кардиомиоцитов (Zhang et al., 2004). 

Известны два белка цитоскелета с LIM-доменами, которые модулируются 

NO - это LIM Protein (MLP) и Lipoma Preferred Partner (LPP). MLP локализован в 

Z-дисках саркомеров и выполняет различные стабилизирующие функции для 

цитоскелета сократительного аппарата, в том числе, отвечает за его 

механочувствительность (Knöll et al., 2002). Более того, показано, что 

ингибирование продукции NO с помощью L-NAME индуцирует переход MLP-

комплекса из цитоплазмы в ядро и в дальнейшем, механическое воздействие на 

клетку вызывает еѐ гипертрофию (Boateng et al., 2009). 

Также в литературе имеются данные, что NO способен регулировать 

эластичность белка тайтина как через PKG-зависимый путь так и путем s-

нитрозилирования (Figueiredo-Freitas et al., 2015; Leite-Moreira et al., 2018). 

1.2.5. NO и механоэлектрическая обратная связь 

Оксид азота выполняет важную функцию в регуляции реакции миокарда в 

ответ на механические стимулы такие как, например, растяжение. Реакция 

миокарда на растяжение может быть представлена двумя видами: значительное и 

быстрое увеличение силы сокращений (закон Франка-Старлинга) и более 

медленное и менее выраженное увеличение сократимости (эффект Анрепа). Было 

показано, что NO способен принимать участие в реализации обоих эффектов. 

Эндогенный NO усиливает реакцию Франка-Старлинга, вероятно, за счет 
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Рисунок 2. Возможная схема путей механо-хемотрансдукции в кардиомиоците, 

включающая активацию NOS. В кардиомиоцитах механическая нагрузка и напряжение сдвига 

вызывают приток Ca
2+

, Ca
2+

 связывается с лежащим в основе RyR и активирует его. Это 

увеличивает спонтанный выброс Ca
2+

 через RyR. nNOS и CaMKII активируются, способствуя 

утечке Ca
2+

 через фосфорилированные RyR. nNOS увеличивает утечку Ca
2+

 через RyR либо (1) 

непосредственно через S-нитрозилирование, либо (2) косвенно через CaMKII. На (3) канал 

LTCC влияет NO, который блокирует канал. LTCC, кальциевый ток L-типа; NO, оксид азота; 

nNOS, нейрональная синтаза оксида азота; RyR, рианодиновый рецептор; SERCA, Ca
2+

-

АТФаза саркоплазматического ретикулума; SR, саркоплазматический ретикулум; CaMKII, 

Са
2+

-кальмодулинзависимая протеинкиназа II. (Boycott et al., 2020) 

 

увеличения диастолической растяжимости (Shah et MacCarthy, 2000; Casadei et 

Sears, 2003; Zhang et al., 2009). Было обнаружено, что увеличение производства 

оксида азота в эндотелиальных клетках коронарных артерий или внутривенное 

введение доноров оксида азота вызывает быстрое расслабление левого желудочка, 

что приводит к снижению конечного диастолического давления, что может 

повлиять на реализацию механизма Франка-Старлинга путем увеличения 

конечного диастолического объѐма и длины миоцитов. (Paulus et al., 1995). 

Напротив, ингибирование производства оксида азота в кардиомиоцитах 
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предотвращает увеличение сердечного выброса при увеличении левого желудочка 

в изолированном сердце. Это указывает на то, что производство оксида азота в 

результате растяжения миокарда играет важную роль в регулировании сердечного 

выброса (Prendergast et al., 1997). Эффект Анрепа представляет собой 

альтернативный аутокринный механизм, который может быть связан с 

выделением оксида азота и увеличением сократимости при растяжении. 

Выработка оксида азота внутри кардиомиоцитов коррелирует с увеличением 

внутриклеточной концентрации кальция и вызывает положительный инотропный 

эффект при растяжении миокарда. Этот положительный инотропный эффект 

связан с активацией NOS3 и может быть подавлен ингибированием NOS3. (Petroff 

et al., 2001). 

В данном исследовании нас в первую очередь интересует влияние 

механических изменений на электрические свойства сердца через воздействие на 

ионные каналы. В настоящее время между исследователями нет согласия, 

активируются ли ионные каналы механическим стимулом напрямую (Zhang et al., 

2000) или главную роль в изменении их активности играет индукция сигнальных 

каскадов, активируемая механическим путем (Lammerding et al., 2004). В 

последнем случае наибольший интерес вызывает NO синтаза, так как активность 

этого внутриклеточного фермента, значительно возрастает при растяжении 

сердечных миоцитов (Casadei et Sears, 2003). Доноры оксида азота усиливают 

активацию механосенситивных каналов кардиомиоцита в состоянии покоя. 

Однако, у растянутых миоцитов, содержащих активированные MGCh, оксид азота 

снижает их проводимость. Обнаружено, что hump-like деполяризация и другие 

формы электрических аномалий, вызываемых растяжением миоцитов, зависят от 

эффективной работы MGCh и регулируются синтезом оксида азота (Kazanski et 

al., 2010). 

Исследовалось влияние донора оксида азота SNAP на электрическую 

активность ткани предсердий. Изучались биоэлектрические и механические 
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параметры фрагмента правого предсердия крысы при перфузии препаратом, 

содержащем донор оксида азота - SNAP.  

Целью было выяснить, возникнет ли hump-like деполяризация и аритмия 

при увеличении концентрации оксида азота без растяжения тканей. В таком 

случае увеличение концентрации оксида азота вследствие применения донора 

оксида азота должно приводить к изменениям в генерации импульсов с 

последующим появлением hump-like деполяризации и аритмии. 

Для подтверждения этого были проведены эксперименты, в которых в 

течение эксперимента (регистрация контрольной записи) без каких-либо 

предварительных изменений в преднагрузке проводилась перфузия тканей 

физиологическим раствором с добавлением SNAP в концентрации 3•10
-4

 моль/л. 

Эксперименты показывают, что добавление SNAP действительно вызывает 

изменение APD90 и увеличение SID, что приводит к выраженным аритмиям. 

Таким образом, SNAP приводит к изменениям АР типа hump-like деполяризации 

(Abramochkin et al., 2012). 

Возникает вопрос, являются ли изменения АР, вызванные SNAP и имеющие 

горбкообразную деполяризацию, аналогичными механоиндуцированным 

изменениям (SID)? Может ли SNAP вызвать механоиндуцируемую аритмию?  

Чтобы ответить на этот вопрос, были проведены эксперименты по 

блокированию MGCh ионами Gd
3+
, которые ингибировали 

электрофизиологические эффекты SNAP до изменений механической активности. 

На основе этих данных, было установлено, что hump-like деполяризация и 

аритмия вызваны SNAP определяются активацией MGCh, и, следовательно, 

являются аналогичны механоиндуцируемой hump-like деполяризации или 

механоиндуцируемой аритмии. В результате проведенных экспериментов было 

установлено, что SNAP при преднагрузке увеличивает внутриклеточную 

концентрацию NO, что, в свою очередь, способствует активации MGCh, что 

приводит к изменениям генерации АР. (Abramochkin et al., 2012). 
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В результате исследований было обнаружено, что hump-like деполяризация, 

возникающая при применении SNAP без растяжения ткани, аналогична 

механоиндуцированному типу деполяризации. Аритмия, вызванная применением 

SNAP без преднагрузки, является механоиндуцируемым типом аритмии 

(Abramochkin et al., 2012). 

Однако связь между SNAP и механочувствительными каналами оказалась 

неоднозначной: было показано, что при низких концентрациях оксида азота 

механочувствительные каналы активируются, тогда как при удвоении дозы 

оксида азота (6•10
−4

 моль/л) он, наоборот, инактивирует механочувствительный 

канал. Более того, оксид азота в низкой концентрации (когда он активирует 

механочувственный канал в интактных клетках) может полностью устранить 

электрический эффект при длительном растяжении (Abramochkin et al., 2012). 

 

1.2.6. Характер и механизм влияния NO на различные токи в 

кардиомиоцитах 

Влияние NO на ионные каналы сердца хорошо известно и описано в 

большом количестве исследований. Ниже мы приводим основные сведения 

относительно такого влияния, особо подчеркивая ситуацию, когда существуют 

сведения о механосенситивности данного канала. 

Na
+
-токи. 

Растяжение мембраны кардиомиоцита приводит к увеличению пиковых 

значений тока через Nav1.5-каналы и ускоряет их инактивацию (Boycott et al., 

2020). В исследовании Ahern и коллег было показано, что NO устраняет 

инактивацию потенциалуправляемых Na
+
-каналов кардиомиоцитов желудочков 

крыс и это происходит по механизму независимому от cGMP (Ahern et al., 2000). 

Эти данные были подтверждены и другими исследованиями, показывающими, 

что роль источника NO играет nNOS, а действие осуществляется благодаря 

нитрозилированию (Cheng et al., 2013). В другом исследовании, напротив, было 

показано, что NO уменьшает ток через эти каналы в кардиомиоцитах желудочков 
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морских свинок и мышей, причѐм действие происходит через cGMP и cAMP 

системы (Ahmmed et al., 2001). Второе - особенно необычно, так как cAMP не 

считается классическим вторичным мессенджером для NO. Сходный результат 

получен в недавнем исследовании на кардиомиоцитах желудочков сердца крыс 

(Wang et al., 2021). Было показано, что долговременная апликация донора NO 

NOC-18 снижает Na-ток в дозозависимой манере, действие на каналы происходит 

за счет s-нитрозилирования. Эффект сопровождается снижением количества 

мРНК и белков Na-каналов.  

 

L-Ca
2+

-токи. 

Механосенситивноть LTCC (L-type Calcium Current) в кардиомиоцитах крыс 

была продемонстрирована в недавних исследованиях (Takahashi et al., 2019). 

Относительно действия NO на L-Ca
2+

-токи существует некоторое количество 

исследований, отмечающих возможность разных путей действия NO и разный 

конечный его эффект. В исследовании Wang и коллег показано, что NO 

увеличивает ICa2+ через торможение PDE3 с помощью cGMP, образующуюся при 

стимуляции sGC, что приводит к повышению концентрации cAMP в 

кардиомиоцитах предсердия кролика (Wang et al., 2000). Сходные данные прежде 

были получены и на кардиомиоцитах предсердия человека с предложением того 

же механизма, кроме того, подчеркивалось, что максимальный эффект 

достигается при концетрации донора NO 1нМ, а при увеличении концентрации 

больше 1мкМ идѐт снижение эффективности действия (Kirstein et al., 1995). 

Однако в своей работе Wang и коллеги указывают и приводят в доказательство 

большое количество других работ, что действие NO через cGMP может быть и 

иным в случае, если оно реализуется по пути стимуляции PDE2 или PKG. 

Зависеть это может как от вида животного, так и от региона сердца и связано с 

различной экспрессией разных компонентов этих цепочек. Например, было 

показано ослабление ICa2+ при стимуляции eNOS в кардиомиоцитах 

синоатриального узла кролика через cGMP стимулируемую PDE2, которая 
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уменьшает концетрацию cAMP (Wang et al., 2000) или ингибирование ICa2+ по 

cGMP-зависимому механизму в кардиомиоцитах сердца морской свинки при 

действии NO (Bai et al., 2004). Также было показано тоническое торможение ICa2+ 

оксидом азота (Boycott et al., 2020). 

Так же NO может действовать через sGC-независимый путь, а именно 

путѐм s-нитрозилирования тиоловых групп белков. Так было показано, что s-

нитрозилирование LTCC в кардиомиоцитах сердца хорька приводит к 

увеличению ICa2+, хотя, авторы подчеркивают, что эффект может меняться в 

зависимости от редокс-состояния клетки (Abi-Gerges et al., 2002). NO может 

оказывать и модулирующее влияние на LTCC: в кардиомиоцитах желудочков 

крыс оксид азота оказывал мощное потенцирующее влияние на ICa2+ при бета-

адренергической стимуляции (Abi-Gerges et al., 2002). Однако и здесь ситуация 

оказывается более сложной: в других работах было показано, что nNOS способен 

как потенциировать (Barouch et al., 2002), так и ослаблять действие бета-

адренергической стимуляции (Burkard et al., 2007), а ингибирование - с помощью 

eNOS же ассоциируют только с ослаблением действия бета-адренергической 

стимуляции (Barouch et al., 2002; Wang et al., 2008). Такое положение дел может 

быть частично объяснено тем, что действия двух ферментных комплексов, 

синтезирующих одно и то же вещество в одной и той же клетке различаются, так 

как эти комплексы находятся в различных компартментах клетки (Barouch et al., 

2002). Действительно, было показано, путем его ко-иммунореципитирования с 

кавеолином-1, что eNOS ассоциируется с кавеолами, (Garc  a-Cardeña et al., 1997), 

а nNOS - с саркоплазматическим ретикулумом (Jian et al., 2014). 

K
+
-токи. 

NO уменьшает быстро проходящий ток Ito, обуславливающий фазу ранней 

реполяризации кардиомиоцита, действуя на каналы Kv4.3, которые были 

экспрессированы в ооцитах китайского хомячка. Такой же эффект был показан на 

ток Ito1 в кардиомиоцитах предсердия человека (Gómez et al., 2008). Интересно, 
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что в данном случае действие NO идет не по классическому пути через sGC или s-

нитрозилирование, а через активацию AC, PKA и PP2A. 

NO также блокирует Kv1.5-каналы (IKur-ток) в кардиомиоцитах предсердий 

человека и желудочков крысы (Núñez et al., 2006) и Kv11.1-каналы (IKr-ток) 

(Taglialatela et al., 1999), экспрессированных в ооците шпорцевой лягушки. 

Эффект на Kv1.5-каналы достигается за счет активации sGC-cGMP-PKG пути и 

путем s-нитрозилирования цистеиновых остатков белков канала в районе 

сегмента S2. Действие на Kv11.1-каналы осуществляется по cGMP-независимому 

пути. 

NO усиливает IKs-ток путем s-нитрозилирования альфа-субъединицы Kv7.1-

канала (Bai et al., 2004; Tamargo et al., 2004). Было показано, что физиологическим 

источником NO в этом случае может служить eNOS (Bai et al., 2004). 

Ток аномального выпрямления IK1 является особенно важным током для 

данного исследования, так как он доминирует среди поздних токов в диапазоне -

60 - -30 мВ (максимум около -45 мВ) и, как уже отмечалось, модулируется 

растяжением. Как показывают исследования, NO также оказывает на этот ток 

влияние. В физиологических концентрациях NO приводит к увеличению тока IK1 

в кардиомиоцитах желудочков человека за счет увеличения вероятности открытия 

каналов Kir2.1, что вызывается их s-нитрозилированием по cys76 (Gómez et al., 

2009). Было показано, что этот процесс зависит от кавеолина-3, то есть, вероятно, 

связан с NOS3 (Vaidyanathan et al., 2013). 

SNAP, при концентрации 200 мкМ, заметно повышает ток через каналы 

Kir2.1, экспрессированные в клетках яичников китайского хомяка. Сходные 

результаты были получены при использовании DEA-NO, 3мкМ и насыщенного 

раствора NO. Также было обнаружено, что SNAP повышает как входящий, так и 

выходящий ток IK1 в изолированных кардиомицитах предсердий человека. 

Основываясь на различных исследованиях, авторы считают, что NO может 

способствовать переходу канала из закрытого состояния в открытое, а также 

ускоряет кинетику его закрытия. (Gómez et al., 2009). 
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В научных источниках есть лишь одно упоминание о том, как оксид азота 

влияет на каналы утечки. Согласно авторам, в условиях, вызванных цианидом 

натрия, вызывающее ишемическое состояние, NO модулирует K2P каналы в 

изолированных желудочках морской свинки, увеличивая ток через TALK-1 

(K2P16.1) и TALK-2 (K2P17.1) каналы. Добавление L-аргинина повышает уровень 

оксида азота, а ингибитор NO-синтазы L-NAME снижает ток через эти каналы, 

что может играть важную роль в защитной функции клеток сердца при 

длительной ишемии (Lu et al., 2007). 

Существуют данные об участии в NO-сигаллинге некоторых 

катионнеселективные каналов, из которых для нас наиболее интересными 

представляются семейства TRP и Piezzo, так как оба эти типа показали вклад в 

механосенситивность кардиомиоцитов, как уже было упомянуто ранее. 

Показано, что в кардиомиоците из сердца мышей канал TRPC6 может быть 

ингибирован в следствие активации PKG-пути, который в свою очередь 

активируется NO (Seo et al., 2014). 

Нам не известно о наличии работ, где говорилось бы о модулирующем 

влиянии NO на семейство Piezo каналов, однако, как указано выше, показана 

возможность регуляции выделения NO при изменении тока через данный тип 

каналов. 

Отдельно стоит отметить, что NO способен влиять на Na
+
/K

+
-АТФ-азу. 

Показано, что в сердце NO активирует Na
+
/K

+
-АТФ-азу (William et al., 2005 

Pavlovic et al., 2013), воздействуя на PKC, которая в свою очередь 

фосфореллирует белок фосфолемман, способный активировать работу Na
+
/K

+
-

АТФ-азы (Pavlovic et al., 2013). С другой стороны, в других тканях, было, 

показано как активируещее действие NO на Na
+
/K

+
-АТФ-азу, например, в гладкой 

мускулатуре аорты кролика (Gupta et al., 1994), так и тормозное действие NO на 

Na
+
/K

+
-АТФ-азу через sGC-cGMP-PKG путь, например, в циллиарном эпителии 

свиньи (Shahidullah et Delamere, 2006), а также отсутствие действия NO на Na
+
/K

+
-

АТФ-азу, например, в эпителии толстой части восходящей петли Генле нефрона 
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крысы (Ortiz et al., 2001). Остается вопросом, является ли такая 

разнонаправленность эффектов лишь тканевой специфичностью, или же ситуация 

может объясняться также сложностью влияний, которые могут оказываться NO в 

зависимости от дозы или же условий, в которых способен активироваться тот или 

иной внутриклеточный путь. 

 

1.2.7. NO-независимый путь активации sGC 

Как уже было сказано, существуют два основных пути воздействия NO на 

клетку: sGC зависимый и через s-нитрозилирование тиоловых групп различных 

белков. Ситуация осложняется тем, что между двумя этими путями существует 

cross talk, так, например, s-нитрозилирование ингибирует активность sGC и 

фосфодиэстеразы 5 разрушающей cGMP, eNOS, а также белок теплового шока 90 

и Akt/PKB - белки участвующие в регуляции eNOS. Так же регуляции через s-

нитрозилирование подвергается PKG. Кроме того, активация s-нитрозилирования 

аргиназы и ингибирующее s-нитрозилирование 

диметиларгининдиметиламиногидролазы будет снижать уровни субстрата NOS и 

повышать уровни эндогенных метиларгининовых ингибиторов NOS, 

соответственно (Lima et al., 2010). 

Таким образом, очень непросто в исследовании действия NO на клетку 

отделить процессы, связанные с первым и со вторым путем. Несколько облегчает 

задачу тот факт, что sGC имеет два сайта активации: NO-зависимый и NO-

независимый, который наиболее эффективно может активироваться с помощью 

разных веществ, в том числе BAY 41-2272 (Stasch et al., 2002). 

Оксид азот (NO)–чувствительная s-гуанилилциклаза (sGC) катализирует 

образование внутриклеточного мессенджера cGMP и обычно считается наиболее 

важным рецептором для сигнальных молекул NO (Mullershausen et al., 2001; 

Rybalkin et al., 2002), которые в клетках продуцируются NO-синтазами (NOS) 

(Seddon et al., 2007). Тот факт, что основным рецептором для внутриклеточного 

NO является sGC широко известен и в результате этого взаимодействия 
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включается NO-sGC система (Seddon et al., 2007). Показано, что первичным 

шагом активации sGC является связывание NO с шестым участком гемового 

железа в домене HNOX ее β субъединицы и последующее разрушение связи с 

His105. Однако это не весь механизм, так как связывание одной молекулы NO 

приводит только к умеренной активации, которая усиливается в несколько раз за 

счет связывания дополнительной молекулы (молекул) NO с сайтами с более 

низким сродством (Cary et al., 2006; Cary et al., 2005; Fernhoff et al., 2009; Martin et 

al., 2012); расположение этих дополнительных сайтов неясно, и может быть либо 

у гемового железа, либо в белке у цистеинового остатка (Gileadi, 2014). Вместе с 

тем, используя фотоаффинное мечение, была определена область цистеина 238 и 

цистеина 243 в α1-субъединице sGC в качестве мишени для стимулятора sGC 

нового типа, по NO независимому механизму, но с образованием 

внутриклеточного мессенджера cGMP через активацию sGC, и им является 

соединение BAY 41-2272 (Stasch et al., 2001).  

Таким образом, мы можем рассматривать NO  как потенциальный регулятор 

проводимости SAC. 

 

1.2.8. Заключение 

Таким образом, сегодня известно, что помимо ЭМС в сердце присутствует 

МЭОС, в основе механизмов которой лежит работа SAC. Показано что этими 

каналами с катионеспецифической проводимостью являются каналы TRP и Pezo, 

ктороые изучены. Однако регулторные механизмы их неизвестны. Известно 

только, что, как важнейший внутриклеточный регулятор клеточных процессов 

кардиомиоцитов, NO участвует и в регуляции механочувствительных токов. В 

исследованиях было показано, что электрофизиологические эффекты, вызванные 

растяжением, снимаются NO, а NO, в свою очередь, вызывает 

электрофизиологический эффект у интактной клетки, аналогичный эффекту, 

вызванному растяжением.  
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От механочувствительных токов зависят и форма, и длительность 

потенциала действия клетки, которые в свою очередь влияют на нормальное 

распространение возбуждения по целому сердцу и процессы электро-

механического и электро-химического сопряжения, которые, в свою очередь, 

ответственны за нормальное функционирования сердца как органа. К сожалению, 

конкретный характер этой регуляции и ее механизмы остаются по большей части 

неизвестными, так что данная работа ставит своей целью  исследовать влияние 

активации двух различных центров связывания растворимой гуанилатциклазы, 

реализующих NO-зависимый и NO-независимый механизмы, на регуляцию 

активируемых растяжением ионных каналов кардиомиоцитов желудочков сердца 

крыс. 
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2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Объект исследований 

Данная работа была выполнена на кардиомиоцитах, выделенных из 

желудочков сердца самцов крыс линии Вистар. Крысы линии Вистар были 

выбраны нами как объект исследования, так как их сердца имеют следующие 

преимущества: 

1. Ипользуемая методика изоляции кардиомиоцитов мало влияет на его 

работу и функционирование клеток (Камкин и др., 2003). 

2. Хорошо известны метдоды растяжения клеток, которые не приводят к 

патологическим изменениям, а дают реверсибельный эффект (Камкин и др., 

2003). 

3. Множество работ по исследованию изолированных кардиомиоцитов 

выполнено с использованием сердец крыс линии Вистар (Calaghan et al., 2001; 

Leblanc et al., 1998; Howlett et al., 2022), что позволяет более адекватно сравнивать 

полученные данные экспериментов. 

В работе использовали крыс линии Вистар в возрасте от 6 до 9 недель с 

весом в пределах 220 гр (49 шт.). Перед экспериментом крыс содержали в виварии 

в течение 4 недель при соотношении освещенного и темного периода 12:12 ч в 

стандартных клетках Т4, корм и вода предоставлялись без ограничения.  

 

2.2. Растворы 

Перфузионный раствор для изоляции кардиомиоцитов из желудочка 

сердца крысы. При выделении использовали  раствор, содержащий в мМ: NaCl 

118, KCl 4, MgCl2 1, NaHPO4 1.6, NaHCO3 24, пируват натрия 5, таурин 20 и 

глюкозу 10, pH 7.4±0.02. 

Раствор для выдерживания кардиомиоцитов. Для выдерживания 

кардиомиоцитов применяли раствор KB («Kraftbrühe»), содержащей (ммоль/л): 
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глутаминовую кислоту 50, KCl 30, KH2PO4, таурин 20, глюкозу 10, MgSO4 3, 

EGTA 0.1, HEPES 10 с pH 7.3 (доведенной KOH). 

Перфузионный раствор, используемый для исследований методом patch 

clamp. Для исследования изолированных кардиомиоцитов желудочков сердца 

крысы методом patch clamp использовали следующий раствор: NaCl 150 мМ, KCl 

5.4 мМ, CaCl2 1.8 мМ, MgCl2 1.2 мМ, HEPES 5 мМ, глюкоза 20 мМ (pH 7.4). В 

качестве внутрипипеточного раствора использовали следующий раствор: KCl 140 

мМ, MgCl2 5.5 мМ, Na2ATP 5 мМ, EGTA 0.01 мМ, HEPES 10 мМ (pH 7.2). В ряде 

экспериментов с целью устранения калиевых токов в перфузионном растворе 

заменяли KCl 5.4 мМ на CsCl 5.4 мМ, а во внутрипипеточном растворе – KCl 140 

мМ на CsCl 140 мМ. 

 

2.3. Биологически активные вещества 

Растворы биологически активных веществ, действия которых на клетки 

изучали, вводили в камеру с помощью перфузионной системы состоящей из 

перестальтических насосов и силиконовых или полипропиленовых трубок. 

Были использованы следующие растворы. В качестве донора NO 

использовали SNAP (S-Nitroso-N-acetylpenicillamine или 5-cyclopropyl-2-[1-(2-

fluoro-benzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-3-yl]pyrimidin-4-ylamine) в 

концентрациях 50-400 мкмоль/л. SNAP вызывает активацию sGC и образование 

cGMP по NO-зависимому пути, и, как показано в обсуждении, оптимальная 

концентрация для такой активации равна 200 мкмоль/л.  

Для стимуляции sGC использовали ее активатор BAY 41-2272 или 5-

cyclopropyl-2-[1-(2-fluoro-benzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-3-yl]pyrimidin-4-

ylamine, в концентрации 10 мкмоль/л, применяемую в сходных исследованиях 

(Chen et al., 2020; Mujoo et al., 2008). 
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Для инактивации sGC использовали ингибитор ODQ или 1H-

[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one в концентрацииях 10 и 5 мкмоль/л, 

соответственно, и которые эффективно блокируют sGC (Sips et al., 2011). 

Для инактивации cGMP-зависимой протеинкиназы использовали ингибитор 

KT5823 или (9S,10R,12R)-2,3,9,10,11,12-Hexahydro-10-methoxy-2,9-dimethyl-1-

oxo-9,12-epoxy-1H-diindolo[1,2,3-fg:3',2',1'-kl]pyrrolo[3,4-i][1,6]benzodi azocine-10-

carboxylic acid, methyl ester в концентрации 1 мкмоль/л – эффективной для 

ингибирования протеинкиназы, что показано ранее  в сходных работах (Maas et 

al., 2008; Vila-Petroff et al., 1999). 

Для активации cGMP-зависимой протеинкиназы использовали ее активатор 

8Br-cGMP или 8-bromo-cGMP в концентрации 200 мкмоль/л, которая обычно 

применяется в исследованиях токов кардиомиоцитов (Koitabashi et al., 2010).  

Использовали блокатор S-нитрозилирования L-аскорбиновую кислоту или 

3-Oxo-L-gulofuranolactone в концентрации 10 мкмоль/л (Ohtani et al., 2012).  

Как субстрат для синтеза NO с помощью NOS вводили L-Arginine в 

концентрациях 50 и 100 мкмоль/л. 

 

2.4. Изоляция кардиомиоцитов из желудочков крыс 

Кардиомиоциты желудочков изолировали, используя стандартную технику 

диссоциации при помощи коллагеназы (Gödecke et al., 2001). Анестезию 

животных проводили с помощью инъекции 2% раствора рометара 

внутримышечно из рассчета 0,2 мл/кг. Животным перед вскрытием 

внутрибрюшинно вводили гепарин (5000 U kg-1 I.P.), после чего через 15 мин 

начинали процедуру. Вскрывали грудную клетку и очищали аорту от 

соединительной ткани. Сердце вырезали, и аорту надевали на жестко 

зафиксированную пластиковую канюлю диаметром около 2 мм. На аорту 

накладывали лигатуру у начала канюли так, чтобы не перекрывался вход в 

коронарные артерии. Затем включали систему перфузии, заполненную раствором 
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для изоляции кардиомиоцитов, на скорости 5 мл/мин и температуре раствора 37 

°C. В течение 5 мин сердце (коронарные сосуды) промывались данным 

раствором. 

Затем перфузия переключалась на такой же раствор, в который были 

предварительно добавлены 0.1% коллагеназы типа II (Worthington, Lakewood, N. 

J., США) и 20 мкM CaCl2. Перфузия шла в пределах 22 мин. 

После завершения ретроградной перфузии с ферментом сердце промывали 

в течение 5 мин раствором KB («Kraftbrühe»). После завершения отмывания 

сердца раствором KB желудочки отделяли, резали на полоски в чашке Петри в 

растворе КВ и затем, в пластиковом стаканчике их аккуратно встряхивали, чтобы 

освободить клетки в раствор KB. Полученную суспензию клеток фильтровали, и 

выдерживали в среде KB при комнатной температуре 2 ч. Затем пипетировали 

содержимое и 1 - 2 капли помещали в перфузионную  камеру объемом 1 мл, 

закрепленную на предметном столике микроскопа и включали перфузионную 

систему, содержащую исходно перфузионный раствор, используемый для 

исследований методом patch clamp с Са
2+
, состав которого описан выше. После 

отиывания от KB и адаптации клеток к новой среде в течение 10 мин начинали 

электрофизиологические эксперименты. 

 

2.5. Метод растяжения клеток 

Локальное осевое растяжение при помощи оплавленной patch-пипетки 

(стилуса). Помещенные в раствор клетки оседают на дно камеры и одной из 

своих, обычно концевых частей, адгезируют  к стеклянной поверхности дна. 

Именно в этой области подводится patch-пипетка, которая используется для 

whole-cell регистрации и одновременно для дополнительной фиксации клетки. 

Для растяжения клетки применяли слегка оплавленную со стороны кончика patch-

пипетку (стеклянный стилус), которая эффективно прилипает к поверхности 

клетки. Стилус фиксировали на расстоянии 40 мкм от patch-пипеткми.  Для 

локального растяжения проводили, как это принято многими авторами, смещение 
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стеклянного стилуса, что и приводило к растяжению части клетки на участке 

между patch-пипеткой и стеклянным стилусом (Kamkin et al., 2000). При этом как 

видно из рис. 3 увеличивается длина саркомеров. 

Клетки растягивали на одну треть их длины, для чего фиксировали 

расстояние между patch-пипеткой и стеклянным стилусом примерно в 40 мкм.  

 

 

Рисунок 3. Локальное осевое растяжение. Механическая стимуляция: локальный 

участок миоцитов желудочков морской свинки. (А) до растяжения, (Б) во время растяжения 

(Kamkin et al., 2000). Стеклянный стилус обозначен как S, микробусинка, прикрепленная к 

клеточной поверхности как В, patch-пипетка как Р, а линия – это расстояние от S через B до P. 

Увеличение расстояния S–P на 7 мкм (Соединительная линия от 31 до 38 мкм или на 22%) 

увеличивает расстояние S–B и B–P на одинаковую величину в 22%. В. Взаимодействие 

стеклянного стилуса и клеточной мембраны. 

 

Смещение стилуса и, как следствие,  растяжение клетки по оси X и, 

следующий за этим, сдвиг по оси Y, перемещают верхнюю часть клетки по 

отношению к нижней части клетки, которая остается прикрепленной к 

покровному стеклу, являющемуся дном перфузионной камеры. Такая 

механическая стимуляция может модулировать активность механоуправляемых 

каналов, или же запускать механоиндуцированные сигнальные каскады, 

связанные с ионными каналами. 
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2.6. Метод измерения токов 

Изучение токов кардиомиоцитов проводили с использованием метода patch 

clamp в конфигурации whole-cell. 

Запись K
+
 и Ca

2+
 patch-clamp токов в конфигурации whole-cell выполняли с 

использованием усилителя Axopatch 200B и программного обеспечения pClamp 

10 (Molecular Devices, Сан-Хосе, Калифорния, США). Данные были 

отфильтрованы на частоте 2 кГц, отобраны на частоте 5 кГц и оценены с 

помощью программного обеспечения. Миоциты перфузировали в небольшой 

записывающей камере (RC-26; Warner Instrument Corp, Брансуик, Коннектикут, 

США; объем 150 мкл), установленной на инвертированном микроскопе с 

внешним раствором K
+

out или раствором Cs
+

out. 

Электроды с накладными зажимами из боросиликатного стекла имели 

концевое сопротивление от 1,5 до 2,5 МОм при заполнении. После образования 

контакта whole-cell конфигурацию достигали путем разрыва мембраны. 

Импульсы (140 мс) применяли с частотой 1 Гц, от фиксированного потенциала -

45 мВ, что вызывало инактивацию чувствительных к тетродотоксину (ТТХ) токов 

Na
+
. Токи в ответ на серии коротких (5 мВ) импульсов, подаваемых при -45 мВ, 

брали для оценки емкости мембраны и сопротивления, при этом компенсацию 

емкостных токов и токов утечки не применяли. Поскольку амплитуда токов 

зависит от длины и диаметра клеток (диаметр кардиомиоцитов у контрольных 

крыс составлял около 25 ± 6 мкм), всегда отбирали клетки одинаковой геометрии; 

в среднем эти клетки имели емкость мембраны 150±16 пФ. В  экспериментальных 

клетках входное сопротивление составляло около 58 ± 5 МОм. Влияние разного 

размера растянутой мембраны было сведено к минимуму путем регулировки 

стеклянных инструментов на одинаковое расстояние S-P в 40 мкм перед 

применением растяжения. Поскольку механическое растяжение клетки было 

ограничено небольшой неизвестной областью между S и P, мы не делили 

индуцированные растяжением токи на общую емкость мембраны. Измерения 

обычно длились около 30 минут, в течение которых входное сопротивление и 
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емкостной ток были стабильными. Отношения ток/потенциал (кривые I/V) были 

получены путем подачи серии из 20 импульсов длительностью 140 мс каждый, 

начиная с фиксированного потенциала -45 мВ с шагом 10 мВ. Мембранные токи в 

конце импульса («поздние токи») наносили на график в зависимости от 

потенциала соответствующего шага зажима. Сопротивление контакта оставалось 

постоянным, т.е. составляло от 1,5 ± 0,3 ГОм до и 1,4 ± 0,4 ГОм во время 

растяжения. Кроме того, входное сопротивление и емкость мембраны были 

неизменными. Следовательно, входящий ток, вызванный растяжением, следует 

отнести к реальному канальному ионному току, а не к току утечки вокруг 

контакта. Пересечение полученной кривой I/V с осью потенциала определило 

нулевой потенциал тока (E0), который соответствовал мембранному потенциалу в 

покое клетки вне экспериментальной ситуации (между -70 и -80 мВ). Также 

осуществляли онлайн-запись общего мембранного тока на уровне 

фиксированного потенциала -45 мВ (time course). 

Значения дифференциального тока, рассчитанные как разница между 

значениями контрольного тока и значениями тока на фоне растяжения клеток или 

на фоне введения веществ при -45 или -80 мВ (
C-S
DI), обозначают как ISAC(-45) и 

ISAC(−80). 

 

2.7. Выделение и очистка мРНК 

Уровень экспрессии РНК изучался при помощи технологии секвенирования 

РНК-транскриптома.  

мРНК выделяли непосредственно из кардиомиоцитов с использованием 

гранул Oligo-dT25 Dyna® (Invitrogen, Карлсбад, Калифорния, США). Гранулы, 

связанные с мРНК, промывали трис-буферным раствором, содержащим 

додецилсульфат лития (LiDS) 10 ммоль/л TrisHCl (pH 7,5); 0,15 М LiCl; 1 ммоль/л 

EDTA; 0,1% LiDS. Гранулы ресуспендировали в воде, не содержащей РНКазы 

(Sigma, Дорсет, Великобритания), и мРНК подвергали обратной транскрипции с 

использованием клонированной обратной транскриптазы AMV (Invitrogen, 
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Карлсбад, Калифорния, США). Полученную кДНК хранили при -80°C до тех пор, 

пока она не потребуется. 

 

2.8. Секвенирование и анализ РНК 

Полученные библиотеки анализировали на концентрацию, распределение 

по размерам и качество с использованием высокочувствительного набора 

двухцепочечной ДНК (Invitrogen, Карлсбад, Калифорния, США), флуорометра 

Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, Inc., Драйих, Германия) и 

высокочувствительного анализатора набор D5000 (Agilent, Санта-Клара, 

Калифорния, США) на TapeStation 4200. Библиотеки нормализовали на основе их 

молярности, объединяли, а затем количественно определяли с помощью набора 

для количественного определения библиотек для платформ Illumina (Roche, 

Базель, Швейцария) с использованием устройства для количественной ПЦР 

StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific, Inc., Dreieich, Германия). Полученные 

объединенные библиотеки загружали при 350 пМ с 1% PhiX в ячейку S2 FlowCell 

и секвенировали в трех экземплярах с использованием секвенатора нового 

поколения NovaSeq 6000 (Illumina, Сан-Диего, Калифорния, США) с чтением 

парных концов 2 x 150 п.н. 

Сырые данные в формате FASTQ сначала оценивали на качество с 

использованием FastQC v0.11.5 (доступно онлайн по адресу 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) (Andrews, 2010). Затем 

данные были обработаны Trimmomatic v0.36 (Bolger et al., 2014) для обрезки 

адапторных последовательностей. Далее обработанные данные анализировали с 

помощью Fastp (Chen et al., 2018) для удаления хвостов поли-G и артефактов, 

специфичных для Novaseq/Nextseq. После указанной первичной обработки 

данные снова оценивались с использованием FastQC. После QC секвенированные 

данные выравнивали по отношению к эталонному геному человека GRCh38.p4 с 

использованием HISAT2 (Kim et al., 2015) с параметрами по умолчанию, а 

полученные выравнивания SAM были затем преобразованы в формат BAM и 
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отсортированы по координатам с помощью SAM Tools v1. 3.1 (Li et al., 2009). 

Наконец, отсортированные файлы выравнивания были проанализированы с 

помощью HTSeq-count v0.6.1p1 (Anders et al., 2015) с использованием опций (-s no 

-t exon -I gene_id) для генерации исходного подсчета. 

 

2.9. Методы обработки результатов  

Данные, полученные методом patch-clamp, обрабатывали с помощью пакета 

коммерческих программ Molecular Devices Axon pClamp 10.2. Значимые различия 

были обнаружены с помощью однофакторного дисперсионного анализа для 

повторных измерений (ANOVA for RM) с тестом Хольма-Сидака в качестве post-

hoc теста. Отличия считали значимыми при p < 0,05. Данные представляли в виде: 

среднее ± ошибка среднего, n – количество экспериментов. Нормальность 

распределения выборок в работе проверяли с помощью критерия Шапиро-Уилкса. 

Данные секвенирования и анализа ДНК: все эксперименты проводились не 

менее чем в трех повторениях, а данные представлены как среднее значение ± 

стандартное отклонение. 

Электрофизиологическая работа была выполнена на 188 клетках, которые 

были получены от 49 крыс. Крысы и клетки, для которых срывался эксперимент 

(например, не удавалось выделение, не получалось образовать whole-cell 

конфигурацию patch) в данное количество не включались. 
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1. Влияние локального растяжения на механосенситивные и 

механоуправляемые токи кардиомиоцитов 

3.1.1. NO как потенциальный регулятор механосенситивных каналов 

Отправной точкой для основной нашей работы по изучению путей влияния 

NO на работу SAC стало исследование влияния интерлейкинов на 

механосенситивные L-Ca
2+

 токи. Было показано, что добавление IFN-γ (гамма-

интерферон) в концентрации 2 нг/мл уменьшает на 47.6 ± 7.4% ток через Ca
2+

 

каналы L-типа (рис. 4), чья механосенситивность была доказана (Takahashi et al., 

2019). Анализ литературы показал, что такое влияние, вероятно, может 

реализовываться через влияние на механосенситивные и механоуправляемые 

каналы NO посредством влияния на NOS (Green et al., 1994; Singh et al., 1996). Это 

поставило вопрос о том, как именно может передаваться влияние NO на 

механосенситивные и механоуправляемые каналы.  

 

Рисунок 4. Изменения ICaL, индуцированные кратковременной инкубацией с IFN-γ (2 нг/мл) в 

кардиомиоцитах желудочка крысы. А, Б. Исходные записи ICaL регистрировались в контроле (А) и через 

14–16 мин перфузии в среде Kraftbrühe с IFN-γ (2 нг/мл) (Б) (записи А и Б взяты от одной клетки). ICaL 

вызывался деполяризующими тестовыми импульсами длительностью 250 мс для девяти различных 

потенциалов с шагом 10 мВ между − 40 и + 40 мВ, чему предшествовал деполяризующий предимпульс 

до − 40 мВ от потенциала фиксации − 80 мВ (см. вставку -ii).  На вставке i) показана плотность тока при 

0 мВ, в контрольных условиях и в присутствии нифедипина. В. I/V-кривая ICaL в контроле (светлые 

квадраты, n = 6) и перфузируемом IFN-γ (темные квадраты, n = 7). Клетки были получены из сердец пяти 

крыс. Символ звездочки указывает на значимые различия между двумя группами, непарный t-критерий, 

p < 0,05. 
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3.1.2. Локальное растяжение активирует суммарные входящие токи в 

кардиомиоцитах в K
+

in/K
+

out среде 

Эксперименты по локальному аксиальному растяжению кардиомиоцитов 

желудочков крыс, мышей и морских свинок на разную величину (от 2 мкм до 12 

мкм) с одновременной регистрацией изменений IL,ns и ISAC описаны в литературе 

(Kamkin et al., 2000; Kamkin et al., 2003a), однако мы провели аналогичную серию 

исследования для получения контрольных данных в наших условиях и сравнению 

этих результатов с известными. Кроме того, для выполнения всех серий 

исследований, мы выбрали единую величину растяжения кардиомиоцитов 

желудочков сердец крыс, равную 6 мкм, поскольку при этой величине растяжения 

результаты изменений IL,ns и значения ISAC с одной стороны, наиболее 

показательны, а с другой стороны, нет сомнений в данных, полученных при 

минимальных (4 мкм) или максимальных (12 мкм) значениях растяжения клеток. 

В этой части контрольной серии эксперименты выполняли в условиях, кода 

К
+
-токи были не ингибированы, а входящий Na

+
-ток был ингибирован величиной 

поддерживаемого потенциала, равного -45 мВ. В базовом перфузионном растворе 

находилось 5.4 mM KCl (внеклеточный К
+
оut раствор) и в растворе для patch-

пипеток присутствовало 140 mM KCl (внутриклеточный К
+

in раствор). Это 

соотношение растворов, когда K
+
-ток не был ингибирован дальше в тексте мы 

будем называть «K
+

in/K
+

out среды». Эксперименты выполняли в K
+

in/K
+

out 

конфигурации растворов, взяв за основу тот факт, что эти среды являются 

физиологическими для работы клеток. На рис. 5А показаны суммарные 

мембранные токи в K
+

in/K
+

out среде с использованием онлайн-записей (динамика 

изменений во времени). Растяжение кардиомиоцитов желудочков сердец крыс на 

6 мкм при поддерживаемом потенциале, равном -45 мВ, вызывает смещение 

суммарного тока в более отрицательную область (показано стрелкой на рис.5А) 

по сравнению с исходными значениями, т.е. ведет к появлению 

дифференциального тока (ISAC(-45)) равного -0.195±0.009 нА (табл.1 – ряд А). Во 

время непрерывного растяжения входящий ток оставался постоянным, 

инактивации со временем не наблюдалось. Влияние растяжения на ток было 
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обратимым - ток возвращался к значению до растяжения, когда оно устранялось 

путем возврата стилуса в его исходное положение.  

Часть экспериментов заканчивали добавлением 5 мкмоль/л Gd
3+

 в 

перфузионный раствор на фоне непрерывного растяжения. Gd
3+

 через 1,5-2 мин 

после его применения всегда вызывал сдвиг индуцированного растяжением 

входящего тока в положительную сторону по сравнению с контрольным током до 

растяжения. 

Данные для I/V-кривых измеряли в конце ступеньки импульса длиной 140 

мс (поздний ток IL). Точка пересечения I/V-кривой с осью нулевого тока 

представляет собой потенциал нулевого тока V0, который эквивалентен 

диастолическому мембранному потенциалу при фиксированном токе или, иначе, 

потенциалу покоя неклямпированной клетки. Чтобы проанализировать лежащие в 

основе данного процесса механизмы, I/V кривые общего и дифференциального 

тока были разделены на компоненты. Общий ток описывался наложением IL,ns (ток 

через активированные растяжением неселективные катионные каналы), IK1 

(калиевый ток входящего аномального выпрямления – inwardly rectifying 

potassium current) и Ioth (предположительно сумма нескольких токов выходящего 

аномального выпрямления – outwardly rectifying currents, например K
+
 токов через 

калиевый канал с двухпоровым доменом (TREK) (Li et al., 2006; Patel et Honoré, 

2005)). Главным объектом интереса в этой работе для нас был именно IL,ns, так как 

именно он отражает изучаемые нами токи через катионнеспецифичные каналы, 

активируемые растяжением. Данные для IK1 приводятся нами в качестве 

своеобразного контроля адекватности полученных измерений. 

В наших экспериментах в K
+

in/K
+

out среде у нерастянутой клетки I/V-кривые 

пересекали ось потенциала при V0 = -74,3±0,4 мВ, что соответствует потенциалу 

покоя изолированного кардиомиоцита. При V0 калиевый ток IK был равен нулю. 

Следовательно, вызванный растяжением отрицательный ток I(EK) следует отнести 

к активируемой растяжением Gns. Между -100 и -74,3±0,4 мВ растяжение 
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уменьшало наклон I/V кривой, что было связано с инактивацией GK1 при 

растяжении (Dyachenko et al., 2009).  

 

Рисунок 5. А. Online запись (time course) мембранного тока, K
+

in/K
+

out среда. Vm 

фиксирован на уровне поддерживаемого потенциала, равного -45 mV. красная линия – 

контроль, черная – растяжение клетки на 6 мкм. (стрелка показывает смещение тока) Б. 

Индукция суммарных входящих токов локальным растяжением на 6 мкм; I/V-кривые до (синие 

кружки) и во время растяжения (красные треугольники). Оригинальная кривая (статистически 

обработанные данные см. в таблице 1). 

 

При растяжении на 6 мкм отрицательный IL,ns увеличивалася. Значение 

дифференциального тока рассчитывали как разницу между контрольными (C: 

Control) значениями тока IL,ns и значениями тока IL,ns на фоне растяжения (Stretch: 

S) клетки (т.е. C/S) или другого воздействия (результаты отмечены ∆) при -45 и -

80 мВ (
C/S
∆I(−45) и 

C/S
∆I(-80)), обозначаемые как ISAC(-45) и ISAC(-80) (таблица 1 - ряд Б). 

Зависимость IL от потенциала и его модуляция растяжением на 6 мкм показаны на 

I/V-кривой на рис.5Б. До растяжения (кружки) I/V-кривая имела N-образную 

форму и пересекала ось потенциала (нулевой потенциал тока V0) при -75 мВ (-

74,3±0,4 мВ; эквивалентно к потенциалу покоя неклямпированной клетки). 

Растяжение (рис. 5Б, табл. 1 — ряд Б) сместило суммарные токи в сторону более 

отрицательных значений, а V0 изменился до -61.5±2.8 мВ (табл. 2 — ряд А). Знак 

минус (-) для ISAC(-45) подчеркивает, что растяжение клетки приводит к более 

отрицательным значениям начального суммарного тока на уровне 

фиксированного потенциала Vh=-45 мВ, а для ISAC(-80) указывает на увеличение 
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суммарного тока в ответ на растяжение. Вблизи -5 мВ I/V-кривые, записанные до 

и во время растяжения, пересекались, и при положительных потенциалах, 

поздний ток увеличивался по мере растяжения. 

 

Таблица 1. Амплитуда токов через активируемые растяжением неселективные 

катионные каналы ISAC (∆Ins, в нА) при -45 и -80 мВ, зависимость от степени локального 

растяжения (в мкм) и от ионного состава. Среднее значение ± стандартное отклонение, n = 

количество экспериментов. Ряды А-Г: A – Суммарный ток через мембрану при растяжении, 

сделанный с помощью он-лайн записей (time-course). Потенциал фиксации (Vh) -45 мВ. K
+
 токи 

не заблокированы, K
+

in/K
+

out среда. Б – Разность суммарного тока ISAC, описанная по I/V-

кривым (IL) до и во время растяжения. K
+

in/K
+

out среда. В – ISAC во время растяжения (time-

course). Vh = -45 мВ, Cs
+

in/Cs
+

out среда (токи K
+
 блокируются Cs

+
, электродный раствор и 

перфузионный раствор, содержит CsCl вместо KCl). Г – Разность суммарного тока ISAC, 

описанная по I/V-кривым (IL) до и во время растяжения. Cs
+

in/Cs
+

out среда. Во всех случаях Р < 

0,01. 

 

Растяжение, мкм 6 

Среда m n ISAC(-45), (нА) ISAC(-80), (нА) 

А K
+

in/K
+

out 7 36 -0.195±0.009 - 

Б K
+

in/K
+

out 7 31 -0.176±0.019 -0.29±0.08 

В Cs
+

in/Cs
+

out 2 5 -0.082±0.011 - 

Г Cs
+

in/Cs
+

out 3 6 -0.078±0.012 -0.14±0.01 
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Таблица 2. Потенциал при нулевом токе (V0) – точка пересечения кривых I/V с осью 

при нулевом токе до и во время растяжения на 6 мкм в различной ионной среде. Среднее 

значение ± стандартное отклонение, n = количество экспериментов, m = количество животных. 

Ряды A и Б: A -, K
+

in/K
+

out среда (K
+
-токи не заблокированы). Б - Cs

+
in/Cs

+
out среда. Р < 0,01. 

 

 

 

 

 

Таким образом, эксперименты по локальному аксиальному растяжению 

кардиомиоцитов желудочков крыс на 6 мкм в K
+

in/K
+

out среде с одновременной 

регистрацией изменений IL,ns и ISAC принципиально соответствуют известным 

данным, представленным в литературе для этой величины растяжения у мышей, 

молодых крыс и морских свинок (Kamkin et al., 2000; Kamkin et al., 2003a). 

Полученные нами данные показывают, что результаты для кардиомиоцитов крыс 

и мышей, на которых эти опыты проводили ранее, сходны. В дальнейшей работе 

мы применяем растяжение на 6 мкм, и полученные данные можно воспринимать в 

качестве контрольных в K
+

in/K
+

out среде. 

 

3.1.3. Локальное растяжение активирует ток через неселективные 

катионные каналы (IL,ns: time course и I/V-кривая) в 

кардиомиоцитах в Cs
+

in/Cs
+

out среде 

В этой части контрольной серии эксперименты выполняли в условиях, 

когда К
+
-токи ингибировали ионами Cs

+
, для чего в базовом перфузионном 

растворе 5.4 mM KCl меняли на 5.4 mM CsCl (внеклеточный Cs
+
оut раствор), а в 

растворе для patch-пипеток 140 mM KCl меняли на 140 mM CsCl 

(внутриклеточный Cs
+

in раствор). Это соотношение растворов, когда K
+
-ток был 

ингибирован ионами Cs
+
, а в перфузионном растворе и patch-пипетке находились 

ионы Cs
+
, дальше в тексте мы будем называть «Cs

+
in/Cs

+
out среды». 

среда Контроль Растяжение, мкм 6 

 n m V0, (мВ) n V0, (мВ) 

А K
+

in/K
+

out 95 20 -74.30.4 31 -61.52.8 

Б Cs
+

in/Cs
+

out 11 4 -39.61.4 6 -35.11.3 
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На рис. 6А показаны мембранные токи в Cs
+

in/Cs
+

out среде с использованием 

онлайн-записей (динамика во времени). Растяжение кардиомиоцитов желудочков 

сердец крыс на 6 мкм при поддерживаемом потенциале, равном -45 мВ, вызывает 

смещение тока в более отрицательную область (показано стрелкой на рис.6А) по 

сравнению с исходными значениями, т.е. появлению дифференциального тока 

(ISAC(-45)) равного (-)0.082±0.011 нА (Табл.1 – ряд В). 

В Cs
+

in/Cs
+

out среде до растяжения I/V кривая поздних токов была плоской с 

V0 около -40 мВ (таблица 2 - ряд Б). Дискретное растяжение клеток на 6 мкм 

также смещало V0 в сторону деполяризации до -35.11.3 (таблица 2 - ряд Б). ISAC(-

45) и ISAC(-80) также увеличивались (-0.078±0.012 нА и -0.14±0.01 соответственно) 

(таблица 1 - ряд Г, рис. 6Б). Дифференциальный ток ISAC, активируемый 

растяжением, имел почти линейную зависимость от потенциала и реверсировался 

при -5 мВ. При положительных ступеньках потенциала токи изменялись на 

выходящие. Более отрицательный мембранный потенциал увеличивал амплитуду 

ISAC, как и можно было ожидать, если большую движущую силу (разницу между 

мембранным потенциалом Vm и потенциалом реверсии Erev) умножить на 

независимую от потенциала проводимость GSAC. 

 

Рисунок 6. K
+
-токи подавлены в Cs

+
in/Cs

+
out среде А. On-line запись (time course) мембранного 

тока. Vm фиксирован на уровне поддерживаемого потенциала, равного -45 mV. Красная линия – 

контроль, черная – растяжение клетки на 6 мкм (Стрелка показывает смещение тока). Б. Индукция 

суммарных входящих токов локальным растяжением на 6 мкм; I/V-кривые до (синие кружки) и во время 

растяжения (красные треугольники). Оригинальная кривая (статистически обработанные данные см. в 

таблице 1). 
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Таким образом, эксперименты по локальному аксиальному растяжению 

кардиомиоцитов желудочков крыс на 6 мкм в Cs
+

in/Cs
+

out среде с одновременной 

регистрацией изменений IL,ns и ISAC принципиально соответствуют известным 

данным, представленным в литературе для этой величины растяжения у мышей, 

молодых крыс и морских свинок (Kamkin et al., 2000) 

 

3.2. Влияние NO на механосенситивные токи кардиомиоцита 

3.2.1. Участие NO в модуляции мембранных токов IL,ns, и IK1  

Функциональные свойства некоторых ионных каналов могут быть 

изменены NO (Liao et al., 2006; Kazanski et al., 2010) (см. обзор (Boycott et al., 

2020; Kazanski et al., 2011)). Кроме того, продукция NO и активация NOS 

участвует в регуляции каждого этапа механоэлектрической обратной связи: от 

начальной индукции механических сигналов через комплексы 

интегрин/цитоскелет, контроля потенциала действия путем модулирования 

активности SAC и других ионных каналов, до регуляции механизмов увеличения 

и уменьшения концентрации Ca
2+
, лежащей в основе сердечного сокращения 

(Boycott et al., 2020). Понимание дисфункции этих процессов при патологических 

состояниях, сопровождающихся сложностью регуляции концентрации NO, 

необходимо для оптимизации эффективности терапии, основанной на замещении 

NO. 

Для детального изучения участия NO в регуляции ISAC использовали NO-

донор SNAP или S-Nitroso-N-acetylpenicillamine. Для анализа 

электрофизиологических реакций изолированных кардиомиоцитов желудочков 

сердца разные авторы применяют разные концентрации SNAP в перфузионных 

растворах от минимальных в пределах 1 пмоль/л, 1 нмоль/л, 1 мкмоль/л (Abi-

Gerges et al., 2002; Tastan et al., 2007) до максимальных в пределах 1 ммоль/л (Abi-

Gerges et al., 2001; Yoshida et al., 2020). Однако в большинстве случаев 

используют концентрацию SNAP, равную 100 мкмоль/л (Vulcu et al. 2000; Tastan 

et al., 2007; Pravdic et al., 2012; Zawieja et al., 2016). При анализе 
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электрофизиологических реакций изолированных кардиомиоцитов желудочков 

ранее в нашей лаборатории было показано, что эффект SNAP на суммарный ток 

реализуется в наибольшей степени при применении вещества в концентрации 200 

мкмоль/л. Именно эта концентрация донора NO была взята нами для выполнения 

настоящей работы.  

Уменьшение концентрации до 100 мкмоль/л и до 50 мкмоль/л приводит к 

менее выраженному эффекту, как по амплитуде тока, так и по времени развития 

реакции клетки, а увеличение концентрации до 300 мкмоль/л и выше его 

устраняет.  При применении на ткани предсердий крыс эффективная 

концентрация SNAP, которая вызывала патологическую механоиндуцированную 

деполяризацию, приводящую к экстрасистолии с дальнейшим развитием 

высокочастотного разряда потенциалов действия, была выше и равнялась 300 

мкмоль/л (Abramochkin et al., 2012). 

Данные о выделении NO из SNAP в литературе разные. Известно, что 100 

мкмоль/л SNAP высвобождает 1,4 мкмоль/л NO в минуту при 37°C, и эта 

зависимость линейна в широком диапазоне концентраций (Feelisch et al., 1991). В 

этом случае 200 мкмоль/л SNAP высвобождает 2,8 мкмоль/л NO в минуту. При 

использовании оксигемоглобинового метода определения было показано, что 5 

ммоль/л SNAP в течение 45 мин поддерживают концентрацию NO в растворе в 

районе 30 мкмоль/л NO (Ioannidis et al., 1996). В этом случае 200 мкмоль/л SNAP 

будет поддерживать в растворе концентрацию NO, равную 1.2 мкмоль/л. Кроме 

того, при определении концентрации NO с использованием хелитропные ловушки 

NO (NOCT-44) было показано, что 5 ммоль/л SNAP поддерживают в растворе 

концентрацию SNAP в районе 16 мкмоль/л в течение 60 мин (Ioannidis et al., 

1996). При концентрации SNAP, равной 200 мкмоль/л в растворе будет 

поддерживаться концентрация NO около 0.64 мкмоль/л. 

В попытке сопоставить приведенные выше данные о применяемых 

концентрациях NO с реальным количеством NO в клетке возникли определенные 

сложности. Ряд авторов в работах на эту тему обращают внимание, что данные, 
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полученные непрямым методом с использованием флюоресцентных красителей 

чувствительных к NO (например, DAF-2, DAF-FM) по многим причинам 

являются неточными, а на методы прямой электрохимической детекции 

концентрации NO на поверхности клетки (которая предполагается равной 

внутриклеточной, так как мембрана не является преградой для распространения 

NO) едва ли можно полагаться, так как метод в разных исследованиях дает 

разброс данных на 6 порядков (Hall et Garthwaite, 2009). Эти электрохимические 

методы, наряду с новыми подходом, основанным на биосенсорах, постоянно 

совершенствуются, однако, все еще не являются полностью адекватными для 

выполнения анализов (Deng et al., 2022, Gomes et al., 2019).  

Сложности в определении концетрации NO связаны еще и с тем, что 

большинство исследователей измеряют общую клеточную концентрацию NO, 

которая существенно меньше реальной т.к. с учетом компартментации 

эукариотической клетки (Barouch et al., 2002; Garc  a-Cardeña et al., 1997; Jian et al., 

2014) концентрация NO в отдельных компартментах может быть существенно 

выше.  

 

Рисунок 7. Изменения суммарных токов при действии SNAP. Запись time course при 

мембранном потенциале (Vm) фиксированном на уровне -45 мВ. Сравнение действия SNAP в 

концентрации 200 мкмоль/л в K
+

in/K
+

out (верхняя кривая) среде и Cs
+

in/Cs
+

out среде (нижняя 

кривая).  
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В этой серии экспериментов мы изучали как в K
+

in/K
+

out и Cs
+

in/Cs
+

out средах 

SNAP в концентрации 200 мкмоль/л влияет на изменение суммарных токов в 

течение длительного времени регистрации. 

При поддерживаемом потенциале величиной -45 mV суммарный 

мембранный ток в K
+

in/K
+

out среде составил +0.198 ± 0.006 нА (рис. 7). 

Аналогичное значение было получено на уровне -45 мВ, равное +0.196 ± 0.007 

нА, на основании анализа I/V IL тока, при этом максимальное значение 

деактивируемого растяжением калиевого тока входящего аномального 

выпрямления (∆IK1) было равно +0.212 ± 0.006 нА при V0 = -74.3 ± 0.4 мВ.  

Изменения во времени (time course) суммарного мембранного тока при Vhp = 

-45 mV под действием SNAP в концентрации 200 мкмоль/л в K
+

in/K
+

out среде 

представлены в табл. 3 и на рис. 7. Показано, что в K
+

in/K
+

out среде время 

максимального развития эффекта SNAP (tmax) не зависит от концентрации. При 

200 мкмоль/л SNAP максимальный пик (∆Imax) суммарного тока смещался в 

сторону более отрицательных значений и его максимальная величина была равна 

0.156±0.01нА (таблица 3). При этом суммарный ток не только смещался в сторону 

более отрицательных значений, но и приобретал достаточно часто отрицательные 

характеристики. Величина tmax на этом уровне была равна 7.8±0.4 мин (таблица 3, 

рис.7). После достижения ∆Imax суммарные токи, вызванные SNAP, начинали 

снижаться и выходили на устойчивый уровень (steady-state) через 11–15 мин (ts–s 

=13.6±1.1 мин). (табл. 3 и рис. 7). Следовательно, можно предположить, что 

зарегистрированный суммарный ток определяется калиевым током через K
+
-

каналы аномального выпрямления (inwardly rectifying potassium current – Kir), 

деактивируемым SNAP (∆IK1), и входящим током через активируемые 

растяжением неселективные катионные каналы (IL,ns).  

Чтобы вычленить влияние NO на IL,ns, мы заблокировали калиевый ток 

входящего аномального выпрямления, заменив внеклеточный K
+
 на Cs

+
, в то 

время как калиевый ток выходящего аномального выпрямления (outwardly 

rectifying potassium current) был подавлен путем замены K
+
 на Cs

+
 во 

внутриклеточном растворе 
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При регистрации time course в среде Cs
+

in/Cs
+

out (рис. 7) в контрольных 

опытах IL,ns при Vh = -45 мВ составила -0,003±0,001 нА, а по I/V-кривым 

зависимость для IL была -0,004±0,002 нА, n = 11, и V0 = -39,6±1,44 мВ (табл. 2). 

В Cs
+

in/Cs
+

out среде при концентрации SNAP 200 мкмоль/л во время time 

course на уровне -45 мВ появляется индуцированный SNAP суммарный входящий 

ток, и максимальное значение этого входящего тока (∆Imax) устанавливается через 

12,5±1,0 мин. Эффект развивается примерно вдвое дольше, чем в среде K
+

in/K
+

out 

при той же концентрации донора NO. В этот период индуцированный SNAP 

входящий ток ∆Imax становится равным 0,108±0,01 нА (табл. 3 и рис. 7). 

Напомним, что при той же концентрации SNAP в K
+

in/K
+

out среде ∆Imax составил 

0,156±0,01 нА, tmax 7,8±0,4 мин (см. рис. 7 и табл. 3). 

 

Таблица 3. Эффект SNAP в концентрации 200 мкмоль/л в K
+

in/K
+

out и Cs
+

in/Cs
+

out средах 

на суммарный ток и дифференциальный ток индуцированный SNAP (ΔImax). Данные получены 

при регистрации time course при мембранном потенциале (Vm) фиксированном на уровне -45 

мВ. Среднее значение ± стандартное отклонение, n = количество экспериментов, m = 

количество животных. Для всех значений ΔImax и ts-s, Р<0,01. 

 K
+

in/K
+

out среда Cs
+

in/Cs
+

out среда 

n 26 15 

m 6 5 

tmax, (мин) 7.8±0.4 12.5±1.0 

Imax, (нА) 0.156±0.01 0.108±0.01 

ts-s, (мин) 13.6±1.1 25.1±1.8 

Is-s, (нА) 0.085±0.01 0.055±0.008 

 

В итоге этих экспериментов можно полагать, что поскольку в Cs
+

in/Cs
+

out 

среде мы регистрируем появление индуцированного SNAP отрицательного 

(относительно нуля) входящего тока, который по своей величине существенно 

меньше направленного в отрицательную область индуцированного SNAP 
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суммарного тока в K
+

in/K
+

out среде, этот, последний, является наложением 

появляющегося входящего, вероятно, неселективного тока, и уменьшением 

выходящего калиевого тока. 

 

3.2.2. NO вызывает изменения зависимости IL от потенциала в 

K
+

in/K
+

out среде 

Для этой серии экспериментов, также как и для предыдущей, мы 

использовли наиболее эффективную концентрацию SNAP, равную 200 

мкмоль/л. Зависимость IL от потенциала показана на I/V кривой на рис. 8 и в 

табл. 4. До применения SNAP I/V кривая имела N-образную форму и 

пересекала ось потенциала (потенциал нулевого тока V0) в районе от -75 до -

80 мВ (эквивалентно потенциалу покоя клетки, V0 = -70,1±1,6 мВ (табл. 5)). 

Концентрация SNAP 200 мкмоль/л в первые 3 мин приводила к смещению 

суммарных токов в сторону более отрицательных значений (табл. 4.), а V0 

смещалась в сторону деполяризации. Дифференциальный ток при -45 мВ 

(
3/С
∆ISNAP(-45)) составил (-)0,069±0,02 нА. Поздний ток IL увеличивался при 

отрицательном потенциале -80 мВ при действии SNAP в концентрации 200 

мкмоль/л, 
3/C
∆ISNAP и составлял (-)0,194±0,04 нА. Вызванные SNAP изменения 

поздних токов (∆ISNAP) при этой концентрации следовали выходящей 

выпрямляющей зависимости потенциала с реверсивным потенциалом (Erev) -

30 мВ (рис. 4A,B). Эти изменения предполагают, что SNAP модулирует не 

один, а несколько компонентов ионного тока (см. ниже). Через 6 минут 

значения 
6/C
∆ISNAP как на уровне -45, так и на уровне -80 мВ менялись ((-

)0.070±0.02 и (-)0.073±0.03 нА соответственно) (табл. 4). При этом значения 

V0 оставались на том же уровне (табл. 5). Однако через 9 мин значения 

9/C
∆ISNAP при -45 мВ снижались, становясь равными (-)0.035±0.01 нА. Что еще 

более важно, поздние токи IL снижались при отрицательных потенциалах -80 

мВ, 
9/C
∆ISNAP составлял (+)0,049±0,02 нА (табл. 4) Знак (+) показывает, что 

через 10 мин SNAP вызывает торможение даже в фоновом IL,ns. Значения V0 
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начинают смещаться в сторону гиперполяризации, к исходным значениям 

(табл. 5).  

 

Рисунок 8. Влияние SNAP (200 мкмоль/л) на  I/V кривые позднего тока (IL) у 

нерастянутой клетки. А – Измение IL в K
+

in/K
+

out среде при добавлении SNAP. Синие круги – 

контроль, красные треугольники – 3 минуты перфузии SNAP, зеленые квадраты – 9 минут 

перфузии SNAP. Оригинальная кривая. Б – Диаграмма изменения тока IL,ns(-80) у нерастянутой 

клетки при последовательном добавлении в раствор BAY 41-2272 и SNAP. Одинаковые буквы 

обозначают отсутствие достоверных различий между столбиками (p  0,05), разные – 

достоверные различия (p  0,05). n=10, m=6. 
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Таким образом, мы наблюдали двухфазный эффект – уменьшение с 

последующим возвратом к близким к исходным значениям положительного 

горба I/V-кривой (от -55 до -60 мВ) и величины деполяризации (изменение 

нулевого текущего потенциала V0) с последующей гиперполяризацией. Таким 

образом, по-видимому, в отсутствие растяжения донор NO SNAP сначала 

вызывал инактивацию калиевого тока входящего выпрямления, 

инактивируемого растяжением (∆IK1), а затем устранение инактивации. Более 

важно, что высвобождаемый NO вызывал активацию IL,ns с последующей 

деполяризацией мембраны, а затем ингибирование IL,ns с последующей 

гиперполяризацией мембраны. 

 

Рисунок 9. Изменение суммарных токов и IL в K
+

in/K
+

out среде при действии SNAP и 

Gd
3+
. А. запись time course, SNAP и SNAP с Gd

3+
. Б. I/V-кривая, действие Gd

3+
 на фоне 

SNAP. Синие круги – контроль, красные треугольники – 5 минут перфузии SNAP, зеленые 

квадраты – 15 минут перфузии SNAP и 5 минут перфузии Gd
3+
. В. I/V-кривая, действие 

SNAP на фоне Gd
3+

. Синие круги – контроль, красные треугольники – 5 минут перфузии 

Gd
3+

, зеленые квадраты – 15 минут перфузии Gd
3+

 и 5 минут перфузии SNAP. 

Оригинальные кривые (статистически обработанные данные см. в таблице 6). 
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При регистрации time course в K
+

in/K
+

out среде с одновременной 

перфузией SNAP в концентрации 200 мкмоль/л и Gd
3+

 в концентрации 5 

мкмоль/л (рис. 9А и табл. 6) максимальное пиковое отклонение полного тока 

от контрольных значений ∆Imax = 0,067±0,009 нА и появляется через 10,5±0,7 

мин после введения соединений (напомним, что SNAP в той же концентрации 

без Gd
3+

 вызывает ∆Imax = 0,156±0,01 нА за 7,8±0,4 мин). 

Зависимость IL,ns от потенциала, ее модуляция при добавлении 200 

мкмоль/л SNAP и чувствительность к Gd
3+

 показаны на I/V-кривой на рис. 9Б. 

SNAP, как показано выше, деполяризует клетку примерно на 20 мВ с -

72,5±0,9 до -55,3±3,4, фактически в первые 5 мин уменьшает положительный 

горб I/V-кривой, 
5/С
∆ISNAP = (-)0,107±0,01 и заметно увеличивает IL,ns при -80 

мВ, 
5/C
∆ISNAP = (-)0,122±0,03 (рис. 9B). Последующее введение в среду 5 

мкмоль/л Gd
3+

 вызывает гиперполяризацию мембраны (V0 = -76,8±0,1) и 

снижает ∆ISNAP,Gd при -45 мВ до (-)0,050±0,01 и ингибирует ∆ISNAP,Gd при -80 

мВ до (+)0,196±0,02 (рис. 9В). На основании всего вышеизложенного следует, 

что Gd
3+

 ингибирует SNAP-индуцированный IL,ns таким же образом, как и IL,ns, 

индуцированный растяжением. 

В случаях, когда мы начинали эксперимент с добавления 5 мкмоль/л 

Gd
3+
, после пятой минуты от начала аппликации положительный горб I/V-

кривой смещается в сторону более отрицательных потенциалов -73±2 мВ, (ср. 

-55 до -60 мВ в контроле), но амплитуда положительного горба не меняется, и 

наблюдается гиперполяризация, при которой V0 равняется -92±4,6 мВ 

(сравните с V0 в контроле, равный -74,3±0,4 мВ). При этом наблюдалось 

выраженное ингибирование IL,ns на уровне -80 мВ. В этом случае 
5/C
∆IGd

3+
 

составил (+)0,176±0,02 нА. Последующее введение 200 мкмоль/л SNAP в 

перфузионный раствор не приводила к существенным изменениям IL (рис. 

9В). 

В нашем случае индуцированный SNAP ток IL,ns описывался как 

произведение движущей силы (V - Ens) на независящую от потенциала 
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проводимость Gns. Согласно литературным данным, потенциал реверсии Ens = 

-10 мВ, независимая от потенциала проводимость и блокирование Gns при 

помощи 5 мкмоль/л Gd
3+

 в совокупности указывают на то, что активируемый 

растяжением и SNAP-индуцированный IL,ns тот же неселективный катионный 

ток (Kamkin et al., 2003; Hu et Sachs, 1997).  

 

Таблица 4. Амплитуда токов (ISNAP) и дифференциальных токов ΔISNAP 

индуцированных SNAP в концентрации 200 кмк/л, описанные по I/V-кривым (IL) при -45 и 

-80 мВ после 3, 6 и 9 минут перфузии. Среднее значение ± стандартное отклонение, n = 

количество экспериментов, m = количество животных. Одинаковые буквы в верхнем индексе 

значения обозначают отсутствие достоверных различий между столбиками в строке (p  0,05), 

разные – достоверные различия (p  0,05). 

 

V, (мВ) n m 9 минут перфузии 

- - 
- 

9
IL,SNAP (нА) 9/C

ISNAP (нА) 

-45 10 6 +0.116±0.02
в
 (-)0.035±0.01 

-80 10 6 - 0.184±0.02
г
 (+)0.049±0.02 

 

Таблица 5. Потенциал нулевого тока (V0) – пересечение I/V-кривых с осью абсцисс 

до и во время перфузии SNAP в течение 9-ти минут. K
+

in/K
+

out среда. Одинаковые буквы в 

верхнем индексе значения обозначают отсутствие достоверных различий между столбиками в 

строке (p  0,05), разные – достоверные различия (p  0,05). 

n m 
Контроль 

 V0, (мВ) 

3 минуты 

перфузии 

6 минут 

перфузии 

9 минут 

перфузии 

V0, (мВ) V0, (мВ) V0, (мВ) 

10 6 -70.1±1.6
а
 -55.9±7.1

б
 -57.3±7.3

б
 -71.1±1.3

а
 

 

V, 

(мВ) 

n m Контроль 3 минуты перфузии 6 минут перфузии 

IL (нА) 
3
IL,SNAP (нА) 

3/C
ISNAP (нА) 

6
IL,SNAP (нА) 6/C

ISNAP (нА)
 

-45 10 6 +0.151±0.03
а
 +0.083±0.01

б
 (-)0.069±0.02 +0.082±0.03

б
 (-)0.070±0.02 

-80 10 6 -0.233±0.04
а
 -0.426±0.06

б
 (-)0.194±0.04 -0.306±0.05

в
 (-)0.073±0.03 
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Таблица 6. Эффект SNAP в концентрации 200 мкмоль/л и Gd
3+

 в концентрации 5 

мкмоль/л в K
+

in/K
+

out и Cs
+

in/Cs
+

out средах на суммарный ток и дифференциальный ток 

индуцированный SNAP (ΔImax). Данные получены при регистрации time course при 

мембранном потенциале (Vm) фиксированном на уровне -45 мВ. Среднее значение ± 

стандартное отклонение, n = количество экспериментов, m = количество животных. Для 

всех значений ΔImax и ts-s. Для всех достоверных различий Р<0,01. 

Параметры K
+

in/K
+

out и Gd
3+

 Cs
+

in/Cs
+

out и Gd
3+

 

n 11 6 

m 4 3 

tmax, (мин) 10.5±0.7 15.0±2.3 

Imax, (nА) 0.067±0.009 0.040±0.01 

ts-s, (мин) 16.8±0.5 27.2±1.0 

Is-s, (нА)  0.053±0.01 0.043±0.01 

 

Помимо всего вышесказанного, определение IL,ns по его блокаде ионами 

Gd
3+

 вызывает вопросы, поскольку Gd
3+

 взаимодействует также с Ca
2+

- и K
+
-

токами (Hongo et al., 1997; Belus et White, 2002). 

 

3.2.3. NO вызывает изменения зависимости IL от потенциала в 

Cs
+

in/Cs
+

out среде 

В табл. 7 показаны изменения IL в зависимости от времени регистрации 

I/V-кривой в присутствии 200 мкмоль/л SNAP в растворах Cs
+

in/Cs
+

out, а на 

рис. 10A показан пример контрольной кривой и ее изменения через 5 и 25 

минут записи. Показано, что через 5 мин перфузии  входящий ток IL,ns,SNAP,(-

45) увеличился, а результирующий дифференциальный ток 
5/C
∆ISNAP(-45) был 

равен (-)0,080±0,01 нА. Кроме того, до 10-й минуты ∆ISNAP(-45) незначительно 

увеличивался и не изменялся на 15-й минуте, так что 
10/C

∆ISNAP (-45) 

практически не отличался от 
15/C

∆ISNAP (-45). В дальнейшем 
20/C

∆ISNAP(–45) и 

25/C
∆ISNAP(–45) уменьшались и были близки друг к другу (табл. 7). ISNAP(-80) 
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также значительно увеличился в первые 5 мин, при этом 
5/C
∆ISNAP(-80) стал 

равным (-)0,156±0,04 нА. Более того, через 10 минут от начала перфузии 

ISNAP(-80) снизился. На 15-й, 20-й и 25-й минутах ∆ISNAP(-80) продолжал 

снижаться (табл. 7). В целом мы сначала наблюдали активацию, а затем 

торможение IL,ns, хотя и не до исходных значений. Как правило, V0 смещается 

в сторону деполяризации в первые 5 минут и остается стабильным на 

протяжении всего периода регистрации (табл. 8). SNAP-индуцированный IL,ns 

сначала увеличивается, а затем снижается, не достигая исходных значений. 

Первоначально введенный Gd
3+

 в концентрации 5 мкмоль/л 

индуцировал гиперполяризацию мембраны от -35,4±2,2 до -47±2,8 мВ, но 

мало влиял на IL и начальный IL,ns (р>0,05). Последующее введение в среду 

SNAP в концентрации 200 мкмоль/л не вызывало существенных изменений IL 

(рис. 10Б). 

 

Рисунок 10. Изменение суммарных токов и IL в Cs
+

in/Cs
+

out среде при действии SNAP и Gd
3+

. 

А. I/V-кривая, действие Gd
3+

 на фоне SNAP. Синие круги – контроль, красные треугольники – 5 

минут перфузии SNAP, зеленые квадраты – 15 минут перфузии SNAP и 5 минут перфузии Gd
3+
. Б. 

I/V-кривая, действие SNAP на фоне Gd
3+

. Синие круги – контроль, красные треугольники – 5 минут 

перфузии Gd
3+

, зеленые квадраты – 15 минут перфузии Gd
3+

 и 5 минут перфузии SNAP. 

Оригинальные кривые (статистически обработанные данные см. в таблице 7). В. запись time course, 

SNAP и SNAP с Gd
3+

. 
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Эти данные коррелируют с данными, полученными в текущих 

экспериментах по регистрации, при этом в условиях регистрации time course 

Vh равнялась -45 мВ (рис. 10В). Введение 5 мкмоль/л Gd
3+

 в среду Cs
+

in/Cs
+

out 

одновременно с 200 мкмоль/л SNAP (табл. 6) вызывало снижение SNAP-

индуцированного тока на уровне -45 мВ примерно в 2,7 раза (табл. 3 по 

сравнению с табл. 6). Таким образом, в среде Cs
+

in/Cs
+

out присутствие Gd
3+

 

предотвращает развитие SNAP-индуцированных токов, так как SNAP-

индуцированный IL,ns представляет собой известный нам IL,ns, активируемый 

растяжением. 

3.2.4. Обсуждение вопроса влияния NO на возможный ISAC в отсутствие 

растяжения клеток. 

Таким образом, как показано в двух предыдущих параграфах и ранее, NO 

влияет на возможный ISAC в условии отсутствия растяжения. 

В интактной клетке по протоколу регистрации тока IL мы регистрируем 

типичные для желудочковых кардиомиоцитов I/V кривые. Хорошо известно, что 

наряду со многими факторами активность ионных каналов определяется и 

механизмами, связанными с продукцией и использованием NO. Таким образом, 

NO-синтазы осуществляют основную продукцию NO, который связывается с 

участком в  heme nitric oxide/oxygen связывающем домене (HNOX) в β-

субъединице sGC, что вызывает активацию каталитического домена С-конца этой 

субъединицы и приводит к продукции cGMP и, следовательно, к NO-зависимым 

механизмам регуляции активности ионного канала. 

В наших экспериментах при отсутствии растяжения кардиомиоцитов на 

фоне базального уровня [NO]in экзогенный NO обратимо повышает IL.  
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Таблица 7. Амплитуда SNAP-индуцированного дифференциального тока ΔISNAP описанного по I/V-кривым (IL) при -45 и -80 мВ и 200 

мкмоль/л SNAP после 5, 10, 15, 20, 25 минут перфузии. Cs
+

in/Cs
+

out среда. Среднее значение ± стандартное отклонение, n = количество 

экспериментов, m = количество животных. I (нА) – измеренное значение тока. Дифференциальный ток ΔISNAP (нА), возникающий, когда значения 

IL смещены к более отрицательным значениям относительно контрольных значений, обозначается знаком минус (-). Одинаковые буквы в верхнем 

индексе значения обозначают отсутствие достоверных различий между столбиками в строке (p  0,05), разные – достоверные различия (p  0,05). 

V, 

(мВ) 

n m Контроль 5 мин перфузии 10 мин перфузии 15 мин перфузии 

IL (нА) 
5
IL,SNAP (нА) 5/C

ISNAP (нА) 
10

IL,SNAP (нА) 10/C
ISNAP (нА) 

15
IL,SNAP (нА) 15/C

ISNAP (нА) 

-45 21 7 -0.004±0.002 -0.069±0.01 (-)0.080±0.01 -0.077±0.01 (-)0.087±0.01 -0.072±0.01 (-)0.085±0.02 

-80 19 6 -0.06±0.01
а
 -0.203±0.01

б
 (-)0.156±0.04 -179±0.02

бв
 (-)0.136±0.01 -0.155±0.01

в
 (-)0.132±0.03 

 

V, 

(мВ) 

n m 20 мин перфузии 25 мин перфузии 
20

IL,SNAP (нА) 
20/C

ISNAP (нА) 
25

IL,SNAP (нА) 
25/C

ISNAP (нА) 

-45 21 7 -0.060±0.007 (-)0.055±0.01 -0.054±0.01 (-)0.054±0.01 

-80 19 6 -0.159±0.02
в
 (-)0.108±0.02 -0.143±0.01

г
 (-)0.084±0.01 

 

 

Таблица 8. Потенциал нулевого тока (V0) - пересечение I/V-кривых с осью нулевого тока до и во время перфузии 200 мкмоль/л SNAP 

в течение 25 мин. Токи K
+
 заблокированы, Cs

+
in/Cs

+
out среда. V0 - Измеренное значение потенциала. Среднее значение ± стандартное 

отклонение, n = количество экспериментов, m = количество животных. Одинаковые буквы в верхнем индексе значения обозначают 

отсутствие достоверных различий между столбиками в строке (p  0,05), разные – достоверные различия (p  0,05). 

n m 
Контроль 

V0, (мВ) 

5 мин 

перфузии 

10 мин 

перфузии 

15 мин 

перфузии 

20 мин 

перфузии 

25 мин 

перфузии 

V0, (мВ) V0, (мВ) V0, (мВ) V0, (мВ) V0, (мВ) 

14 5 -35.4±2.2
а
 -20.4±1.3

б
 -20.3±3.9

б
 -18.7±3.9

б
 -17.4±3.1

б
 -16.4±2.8

б
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Ранее нами были получены данные о повышении IL при действии 200 

мкмоль/л SNAP в первые минуты после введения (Kazanski et al., 2010). Другая 

группа ученых (Dyachenko et al., 2009) сообщила об отсутствии значимого 

увеличения IL, (Gns) под влиянием той же концентрации SNAP. В этом наборе 

данных нет противоречия, поскольку, в том числе, мы сообщали о двухфазном 

действии SNAP в концентрациях, близких к 200 мкмоль/л, в динамике во 

времени, а не в случайно выбранные моменты времени, как это делали авторы 

ранее (Kazanski et al., 2010; Dyachenko et al., 2009). 

Следует отметить, что активация тока в диапазоне от -80 до -100 мВ 

наблюдалась в первые минуты перфузии кардиомиоцитов с донором NO SNAP, 

как в K
+

in/K
+

out среде, так и в Cs
+

in/Cs
+

out. Принимая во внимание настоящие и 

предыдущие данные (Kamkin et al., 2003; Kamkin et al., 2000), ISNAP, 

индуцированный NO, является активируемым растяжением IL, поскольку Gd
3+

 в 

концентрации 5 мкмоль/л в K
+

in/K
+

out и Cs
+

in/Cs
+

out  среде не только устраняет этот 

ток, но и вызывают ингибирование фонового IL в диапазоне от -80 до -100 мВ, 

сдвигая V0 в сторону гиперполяризации, что характерно для активируемого 

растяжением тока. Напротив, предварительное введение Gd
3+

 заметно ингибирует 

фоновый IL в диапазоне от -80 до -100 мВ, сдвигая V0 в сторону гиперполяризации 

и предотвращая развитие ISNAP. В совокупности это позволяет заключить, что 

экзогенный NO активирует SAC, вызывая появление ISAC,ns без растяжения клеток. 

Регистрация открытия механочувствительных каналов под действием экзогенного 

NO без растяжения клетки показана, например, для рианодиновых рецепторов. 

Введенный извне NO увеличивает частоту Ca
2+

-sparks без растяжения клеток 

(Petroff et al., 2001).  

Как в K
+

in/K
+

out среде, так и в Cs
+

in/Cs
+

out среде двухфазный эффект 

экзогенного NO регистрировался при концентрациях SNAP, близких к 200 

мкмоль/л – сначала увеличение ISAC,ns без растяжения клеток, затем его снижение 

до исходных значений и последующее ингибирование, в ряде случаев 

сопровождающееся изменением V0 в сторону гиперполяризации. Двухфазные или 
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обратимые эффекты NO хорошо известны. Например, аналогичный обратимый 

эффект экзогенного NO был обнаружен и при регистрации освобождения Са
2+

 

через Са
2+

-зависимые Са
2+

-каналы, связанные с рианодиновыми рецепторами 

(ryanodine-receptor Ca
2+

-release channels), которые модулируются растяжением 

клеток. Экзогенно добавленный NO, как уже упоминалось, обратимо увеличивает 

частоту Са
2+

-sparks (Petroff et al., 2001). Двухфазный эффект отсутствовал при 

значительном повышении концентрации экзогенного NO до 400 мкмоль/л SNAP. 

При этом угнетение ISAC,ns наблюдалось с первых минут. В наших экспериментах 

этот обратимый эффект после длительного применения SNAP в низких 

концентрациях или при применении SNAP высоких концентрациях сводился к 

уменьшению входящих катион неселективных токов, описываемых IL кривой. 

Величины IL токов либо возвращались к исходным значениям, либо были меньше 

исходных. Причина ингибирования IL в области отрицательных потенциалов не 

ясна, хотя существует много данных о бифазных эффектах экзогенного NO и, в 

том числе, приведенные выше (Petroff et al., 2001). Ниже мы пытаемся обсудить 

причину бифазного ответа. Недавно было показано, что NO, в зависимости от 

концентрации, модулирует работу натрий/водородного обменника-1  (NHE1) 

посредством двухфазного эффекта: NHE1 активируется при низком [NO], но 

ингибируется при высоком [NO]. Эти ответы вероятнее реализовывались через 

cGMP-зависимую передачу сигналов, чем через S-нитрозилирование (Richards et 

al., 2020). Кроме того, было показано, что активация NHE1-зависимого Na
+
 тока 

при помощи низкий концентраций NO также увеличивает частоту спонтанных 

волн Ca
2+
, в то время как высокий уровень концентрации NO подавлял эти 

аберрантные формы Ca
2+

 сигналинга. В этом случае было установлено, что cGMP 

активирует NHE1, а cAMP ингибирует, что объясняет двухфазную регуляцию с 

помощью NO (Richards et al., 2020). Ранее также было показано, что высокие 

уровни NO вызывают значительное увеличение уровня cGMP и отрицательный 

инотропный эффект, опосредованный PKG-зависимым снижением 

чувствительности миофиламентов к Ca
2+
. Низкие уровни NO увеличивают 

концентрацию cAMP, по крайней мере частично, за счет cGMP-независимой 
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активации аденилатциклазы и вызывают положительный инотропный ответ (Vila-

Petroff et al., 1999). Подобные эффекты были показаны для нескольких ионных 

каналов кардиомиоцитов. Некоторые из этих эффектов опосредуются cGMP 

посредством активности трех основных белков: cGMP-зависимой протеинкиназы 

(PKG), cGMP-стимулируемой фосфодиэстеразы 2 (PDE2) и cGMP-ингибируемой 

PDE3. Другие эффекты проявляются независимо от cGMP, такие как, например, 

модуляция NO ryanodine-receptor Ca
2+

-channels. Следует отметить, что в случае 

тока через L-тип Ca
2+

 каналов (ICa,L) сообщалось как о зависимых от cGMP, так и о 

независимых от cGMP эффектах с важной тканевой и видовой специфичностью 

(Fischmeister et al., 2005). Что касается потенциальной роли S-нитрозилирования в 

двухфазных ответах, то этот вопрос будет рассматриваться ниже. Двухфазный 

эффект с точки зрения ингибирования IL можно было бы рассматривать с точки 

зрения некоторых токсических побочных эффектов SNAP (Vejlstrup et al., 1998). 

Однако мы не склонны рассматривать эту возможность применительно к нашим 

экспериментам из-за низких концентраций SNAP и короткого времени действия 

SNAP для проявления побочного действия NO. 

 

3.2.5. Обсуждение вопроса о необходимости базального уровня NO для 

работы SAC. 

Исходя из данных, представленных в данном разделе, а также из данных 

полученных ранее (Kazanski et al., 2010) мы полагаем, что базальный уровень NO 

необходим для работы SAC. Как показано выше, для активации ISAC необходимо 

присутствие внутриклеточного NO, который образуется в результате активности 

NOS. Специфический поглотитель NO PTIO (Dyachenko et al., 2009; Kazanski et 

al., 2010) (см. обзор (Kazanski et al., 2010)), а также ингибиторы NO-синтазы L-

NMMA (Dyachenko et al., 2009) или L-NAME (Kazanski et al., 2010) (см. обзор 

(Kazanski et al., 2011)) вызывает полное угнетение ISAC. Кроме того, для 

идентификации изоформы NO-синтазы, генерирующей NO, необходимый для 

активации MSCh, анализировали ISAC в кардиомиоцитах мышей NOS
-/- 

(Dyachenko 
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et al., 2009). В то время как у NOS1
-/-

 и NOS2
-/-

 кардиомиоциты дикого типа 

реагировали на растяжение нормальным ISAC, в кардиомиоцитах мышей NOS3
-/-

 

ISAC отсутствовал (Kazanski et al., 2010) (см. обзор (Kazanski et al., 2011a)). Это 

указывает на то, что NOS3 является доминирующим источником NO, 

участвующим в ISAC, что согласуется с исследованиями, показывающими, что 

NOS3 активируется растяжением в кардиомиоцитах мыши (Petroff et al., 2001). 

 

3.2.6. Обсуждение вопроса о возможности увеличения 

внутриклеточного уровня NO во время растяжения клетки 

Согласно современным данным внутриклеточный уровень NO 

увеличивается во время клеточного растяжения. Представленное исследование не 

относится к исследованиям, связанным с вопросом об изменении количества NO 

при растяжении клеток. В этом разделе мы сосредоточились только на 

возможности модулирования функций SAC под действием NO, концентрация 

которого может увеличиваться при растяжении кардиомиоцитов, например, за 

счет тока Ca
2+

 и Na
+
 и деполяризации мембран, что может способствовать 

активации NO-синтаз (Suárez et al., 1999). Существуют и другие способы 

активации NO-синтаз (Dimmeler et al., 1999; Ishida et al., 1997). Здесь мы показали, 

что NO, в случае увеличения его концентрации при растяжении, вызывает 

модуляцию SAC, и, имея это в виду, мы пытаемся понять механизмы этой 

модуляции. Чтобы иметь возможность контролировать концентрацию NO внутри 

клетки, мы используем донор NO SNAP. Вкратце, растяжение клеток активирует 

SAC, что приводит к увеличению уровня NO, что, в свою очередь, приводит к 

модуляции SAC. 

Растяжение не только открывает SAC, но и активирует NOS. Продукция NO 

увеличивается в ответ на различные механические воздействия, что имеет особое 

значение для сердечно-сосудистой функции. Например, исследования с 

использованием NO-чувствительных красителей показали, что растяжение 

желудочковых кардиомиоцитов вызывает высвобождение NO (Petroff et al., 2001; 
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Boycott et al., 2020; Shim et al., 2017a). На уровне потенциала действия 

сообщалось, что растяжение кардиомиоцитов крысы, выделенных из 

синоатриального узла, удлиняет его продолжительность (APD) и приводит к 

фибрилляции. Мы также обнаружили, что экзогенное применение NO с 

использованием донора NO SNAP усугубляет фибрилляцию и предотвращает 

возвращение к контролю APD после прекращения растяжения. Отсюда мы 

пришли к выводу, что повышенный уровень NO во время растяжения отвечает за 

открытие механически управляемых каналов и что в присутствии донора NO это 

приводит к неразрешимой фибрилляции (Shim et al., 2017b). В некоторых работах 

было показано, что длительное растяжение на 20% вызывает увеличение [NO]in в 

течение 5 мин. Это индуцированное растяжением повышение [NO]in является 

специфичным для кардиомиоцитов, поскольку в сердечных фибробластах не 

обнаруживается заметного изменения концентрации [NO]in (Liao et al., 2006). 

Количественное определение [NO]in показывает быстрое и значительное 

вызванное растяжением повышение [NO]in (135% через 5 минут, 121% через 10 

минут по сравнению со 100% через 20 минут) в кардиомиоцитах желудочков 

новорожденных крыс. После начального кратковременного повышения уровень 

[NO] имел тенденцию к восстановлению, но оставался на более высоком уровне, 

чем в контрольных клетках (Liao et al., 2006). По некоторым данным (Petroff et al., 

2001), растяжение кардиомиоцитов увеличивает флуоресценцию, 

индуцированную DAF-2, в среднем примерно на 11%, что в два раза выше, чем 

6%, в растянутых клетках обработанных L-NAME. Увеличение флуорисценции 

данного вещества говорит о возрастании концетрации NO. Эти данные 

показывают, что активность NOS и эндогенная продукция NO определяются 

растяжением (Petroff et al., 2001).  

Представляют интерес работы, в которых авторы показали, что усиление 

коронарного кровотока стимулировало выделение NO потокозависимым образом, 

в то же время добавление GdCl3 снижало выделение NO при базальном потоке и 

ингибировало индуцированное потоком выделение NO. Увеличение 

высвобождения NO включает активацию NO-синтазы за счет увеличения 
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содержания кальция/кальмодулина (Suárez et al., 1999). Авторы предположили, 

что открытие SAC вызывает приток Ca
2+

 и Na
+
 и деполяризацию мембраны, что 

может способствовать активации NO-синтазы с сопутствующим увеличением 

выделения NO (Suárez et al., 1999). Позже были строго доказаны приток Са
2+

 и 

Na
+
 через SAC и деполяризацию мембраны при растяжении изолированных 

желудочковых кардиомиоцитов (Kamkin et al., 2003; Kamkin et al., 2000). Однако в 

аналогичных экспериментах другие авторы пришли к выводу, что 

кратковременное, повторяющееся или устойчивое увеличение коронарной 

перфузии увеличивает сократительную способность сердца за счет активации 

SAC, в то время как эндотелиальное высвобождение NO не затрагивается 

(Lamberts et al., 2002). В других исследованиях, проведенных на одиночных 

кардиомиоцитах, растянутых углеродными волокнами, авторы не обнаружили 

каких-либо доказательств передачи сигналов NO в медленном инотропном ответе 

на растяжение (Calaghan et White, 2004), хотя одно существующее свидетельство 

предполагает, что высвобождение NO при растяжении вызывает медленное 

увеличение частоты кальциевых вспышек (Ca
2+

-sparks) в желудочковых миоцитах 

крыс, растянутых в агарозном геле (Petroff et al., 2001). В частности, хорошо 

известно, что механический стимул, такой как напряжение сдвига, активирует 

NO-синтазу через PtdIns-3-OH киназу (Dimmeler et al., 1999). Однако механизмы 

механотрансдукции были тщательно изучены в эндотелиальных (Dimmeler et al., 

1999) и гладкомышечных клетках (Ji et al., 2002), где считается, что поток 

жидкости активирует сигнальный путь кавеолин/NOS, что приводит к 

кратковременному повышению концентраций NO, IP3 и Ca
2+

 и длительной 

транскрипции генов eNOS (Ishida et al., 1997; Belmonte et Morad, 2008). Одно 

исследование показало, что рецептор TRPV1 и SAC сходным образом реагируют 

на механические стимулы, вызванные напряжением сдвига, увеличивая 

высвобождение NO в изолированном сердце (Torres-Narváez et al., 2012). Другие 

авторы предположили, что напряжение сдвига может также активировать 

серин/треонин-протеинкиназу Akt/PKB, которая опосредует активацию eNOS, 

приводя к увеличению продукции NO Са
2+

-независимым образом (Dimmeler et al., 
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1999; Ishida et al., 1997). Поскольку высвобождение Ca
2+

 из саркоплазматического 

ретикулума (SR) в сердечных миоцитах регулируется через сигнальный путь 

NOS/NO, независимо от притока Ca
2+
, было высказано предположение, что 

продольное растяжение миоцитов на ~18% индуцирует активацию NO, 

достаточную для значительного увеличения появления спонтанных Ca
2+

-sparks и 

сопряжения усиления выброса Ca
2+

 с усилением сократимости (Petroff et al., 2001; 

Barouch et al., 2002). Сердечные миоциты, подвергнутые в растворе воздействию 

импульсов  «давление-поток», генерируют временное увеличение цитозольного 

Ca
2+

 посредством Ca
2+

-индуцированного высвобождения Ca
2+

 (CICR)-

независимого механического сигнального пути. Результаты показывают, что 

активация этого хранилища Ca
2+

 не требует притока Ca
2+

 через Ca
2+

-каналы, SAC 

или NCX, а также не играет значительной роли для вовлечения NO/NOS или IP3R-

воротного сигналинга (Belmonte et Morad, 2008). Последние работы в этой 

области не связаны с растяжением клеток. Например, в исследованиях 

изолированных кардиомиоцитов мышей, нагруженных высокоспецифичным 

медным красителем для NO, авторы наблюдали одиночный кратковременный 

выброс NO после каждого случая электрической стимуляции (Mosqueira et al., 

2021). Специфические блокаторы изоформ NOS или поглотители NO значительно 

ингибировали такие выбросы. Эндогенный NOS-зависимый NO вырабатывается 

кратковременно после Ca
2+

 выброса при электрической стимуляции. 

В целом, на сегодняшний день остается открытым вопрос о том, 

увеличивается ли количество внутриклеточного NO при прямом растяжении 

кардиомиоцитов. В условиях значительного количества противоречивых данных, 

представленных разными авторами, найти однозначное объяснение 

затруднительно. Возможно, дело в том, что авторы изучали разные состояния 

клетки на применяемые воздействия, при которых включаются разные 

механизмы. Тем не менее, необходимо изучить и проанализировать различные 

звенья путей NO-зависимой и NO-независимой модуляции SAC. Ниже мы 

представим эти данные. 
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3.2.7. NO устраняет суммарный ток, активируемый растяжением в 

K
+

in/K
+

out среде; (time course и I/V-кривая) 

С одной стороны, записи time course во время растяжения в присутствии 

калия показали возникновение результирующего входящего тока, который 

увеличивается с увеличением степени растяжения. Во время непрерывного 

растяжения входящий ток оставался постоянным. Gd
3+

 устраняет этот эффект 

(см. раздел 3.1.2.). Растяжение также изменило соотношение I/V в сторону 

более отрицательных токов и деполяризовало V0. Полученные 

результирующие токи (рис. 5) показали, что растяжение уменьшило горб 

выходящего тока и вызвало уменьшение наклона между -80 и -100 мВ. С 

другой стороны, например, при концентрации SNAP 200 мкмоль/л мы 

регистрировали результирующие токи, индуцированные SNAP при -45 мВ, 

которые сначала увеличивались, а затем уменьшались. Эти суммарные токи 

являются инактивируемыми SNAP: калиевым током входящего выпрямления 

(∆IK1) и входящим током через активируемые растяжением неселективные 

катионные каналы (IL,ns), которые оба могут быть заблокированы Gd
3+

 (см. 

раздел 3.2 рис. 8, 9, 10). 

В этом исследовании мы продемонстрировали устранение 

результирующих токов, вызванных растяжением, путем изначальной 

перфузии 200 мкмоль/л SNAP в K
+

in/K
+

out среде. Time course (рис. 11А) 

продемонстрировал появление индуцированного растяжением тока -0,338 нА 

(0,392±0,03 нА против -0,441±0,017 нА в контроле) при растяжении клетки на 

6 мкм на фоне суммарных токов, индуцированных SNAP, (∆Imax через tmax 

равно 7,8±0,4 мин). Этот ток сохраняется не более 2 мин и спонтанно исчезает 

в течение 3 мин, несмотря на еще сохраняющееся растяжение клеток. При 

этом динамика развития эффекта SNAP сохраняется. 



85 
 

 

Рисунок 11. SNAP в концентрации 200 мкмоль/л устраняет индуцированный 

растяжением суммарный ток в K
+

in/K
+

out среде: зависимость от времени и потенциала. 

Потенциал фиксации Vm -45 мВ. A – time course мембранного тока. Растяжение применяли 

на уровне ∆Imax во время перфузии с помощью SNAP. Указано значение растяжения (8 

мкм) и количество индуцированного растяжением входящего тока при -45 мВ. Б - То же, 

что и в A, но растяжение приложено на ∆Is-s. В - изменение time course во времени. SNAP 

применяли после растяжения клетки на 6 мкм. 

 

Аналогичный эффект вызывало приложение растяжения 6 мкм на 

уровне ts-s = 13,6±1,1 мин на фоне ∆Is-s. Растяжение на 6 мкм вызвало 

индуцированный растяжением ток величиной -0,310 нА (-0,398±0,012 нА) (см. 

табл. 1, ряд Б), который длился не более 1,5 мин и самопроизвольно исчезал 

через 2,5 мин, несмотря на наличие растяжения клетки. Динамика развития 

эффекта SNAP сохранялась (рис. 11Б). Следовательно, независимо от степени 

развития SNAP-индуцированных результирующих токов, растяжение клетки 

на определенную величину вызывает индуцированный растяжением ток на 

уровне -45 мВ, со значением, близким к величине SNAP-индуцированного 

тока (из time course: -0,441±0,017 нА, по сравнению с I/V-кривой: -0,398±0,012 
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нА, см. табл. 1). Индуцированный растяжением ток в присутствии SNAP не 

остается постоянным, как в отсутствие SNAP. 

Зависимость IL от потенциала и ее модуляция с помощью SNAP и 

растяжения показаны на кривых I/V на рис. 12. Через 5 минут SNAP 

увеличивает IL при -80 мВ с -0,375±0,05 в контроле до -0,651±0,05 (
5/C
∆ISNAP = 

(-)287±0,03). Этот эффект мгновенно снимается растяжением, так как ток 

возвращается к значениям близким к исходным и становится равным -

0,322±0,06. В отсутствии растяжения при продолжении перфузии SNAP через 

10 минут (рис. 12), как сообщалось ранее, IL возвращается к значениям, 

близким к исходным, при этом 
10/C

∆ISNAP при -45 и -80 мВ был равен (-)0,054 

нА, то есть IL = -0,064±0,01 и (+)0,054 нА, то есть IL = 0,083±0,02 

соответственно. При этом V0 несколько смещался в отрицательную сторону. 

Растяжение на 6 мкм, приложенное на фоне SNAP, вызывало появление тока 

ISAC, значения которого при -45 и -80 мВ были равны (-)0,153 нА (-0,176±0,019 

нА) и (-)0,180 нА (-0,290±0,08 нА) соответственно, тогда как V0, как и 

ожидалось, значительно смещался в сторону деполяризации. Однако еще 

через 5 мин на фоне растяжения зависимость IL от потенциала смещается в 

сторону значений, близких к исходным. Кроме того, V0 приобретает исходное 

значение. На основании всего вышеизложенного представляется, что на фоне 

SNAP растяжение приводит к характерному клеточному ответу, который 

спонтанно исчезает и, вероятно, связан с избытком NO. 

Если мы применяли начальное растяжение в 6 мкм (рис. 11В), 

индуцированный растяжением результирующий ток при Vh = -45 мВ 

составлял -0,195±0,009 нА. Последующее введение SNAP в концентрации 200 

мкмоль/л всего через 3 минуты вызвала устранение результирующего тока, 

вызванного растяжением, несмотря на продолжающееся растяжение. 

 



87 
 

 

Рисунок 12. Влияние SNAP (200 мкмоль/л) в комбинации с растяжением на 6 мкм на  

I/V кривые позднего тока (IL). А – Изменения IL в клетке при действии SNAP на фоне ее 

растяжения в контроле (синие кружки), после растяжения (красные треугольники) и через 5 

мин постоянной перфузии SNAP (зеленые квадраты). Б - изменение IL под действием SNAP с 

последующим растяжением клетки. Синие кружки – контроль, красные треугольники – 10 мин 

перфузии клеток со SNAP, зеленые квадраты – растяжение клетки на фоне 10 мин перфузии 

клеток со SNAP, оранжевые ромбы – 15 мин перфузии со SNAP на фоне продолжающегося 

растяжения. Оригинальные кривые. В – Диаграмма изменения тока IL,ns(-80) при растяжении и 

последующем добавлении в раствор SNAP на фоне продолжающегося растяжения. Одинаковые 

буквы обозначают отсутствие достоверных различий между столбиками (p  0,05), разные – 

достоверные различия (p  0,05). n=7, m=6. Г – Диаграмма изменения тока IL,ns(-80) при 

добавлении в раствор SNAP и последующем растяжении. Одинаковые буквы обозначают 

отсутствие достоверных различий между столбиками (p  0,05), разные – достоверные различия 

(p  0,05). n=7, m=6. 
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Зависимость IL от потенциала и ее модуляция растяжением и SNAP 

показаны кривыми I/V на рис. 12А. Растяжение на 6 мкм вызывает 

уменьшение положительного горба кривой I/V (от -55 до -60 мВ) и сдвигает 

V0 в сторону деполяризации (рис. 12А). На уровне -45 и -80 мВ ISAC имеют 

значение (-)0,347 (-0,398±0,012 нА) и (-)0,388 нА (-0,580±0,03 нА), в то время 

как последующее введение 200 мкмоль/л SNAP возвращает кривую IL к 

исходным значениям всего за 5 минут.  

Таким образом, введение NO в среду на фоне растяжения вызывает 

элиминацию ISAC, несмотря на продолжающееся растяжение клетки. 

 

3.2.8. NO устраняет суммарный ток, активируемый растяжением в 

Cs
+

in/Cs
+

out среде 

Устранение ISAC было продемонстрировано при изначальном 

добавлении 200 мкмоль/л SNAP в Cs
+

in/Cs
+

out среду. На рис. 13А показано 

появление ISAC(-45) со значением -0,125 нА (-0,155 ± 0,024 нА в контроле) 

вблизи ∆Imax при растяжении клетки на 6 мкм на фоне SNAP-

индуцированного тока. Этот ток длится не более 2 мин и спонтанно исчезает, 

несмотря на сохраняющееся растяжение клетки. При этом сохраняется 

динамика развития эффекта SNAP. На рис. 13Б показан ISAC(-45), 

генерируемый растяжением на 6 мкм, который индуцирует ток, равный -0,071 

нА (-0,082 ± 0,011 нА в контроле). Применение SNAP на фоне 

регистрируемого тока устраняет ток, несмотря на сохраняющееся растяжение 

клетки. 
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Рисунок 13. SNAP в концентрации 200 мкмоль/л устраняет вызванный растяжением 

ток ISAC в Cs
+

in/Cs
+

out среде. K
+
 токи инактивированы. А – time course мембранного тока, 

потенциал фиксации Vm -45 мВ. Растяжение применялось на уровне, близком к ∆Imax во 

время перфузии с помощью SNAP. Указаны величина растяжения (8 мкм) и величина 

индуцированного растяжением входящего тока при -45 мВ. Б – time course мембранного 

тока. SNAP применяли после растяжения клетки на 6 мкм. 

 

3.2.9. Растяжение открывает SAC, в то время как экзогенный NO 

вызывает закрытие этих каналов 

Ранее было показано (Kamkin et al., 2000; Kamkin et al., 2003a), что 

растяжение вызывало открытие SAC и увеличение ISAC,ns, но последующее 

введение экзогенного NO вызывало ингибирование ISAC,ns уже через 5 мин. 

Напротив, экзогенный NO вызывал активацию SAC и появление ISAC,ns в условиях 

без растяжения, причем последующее растяжение приводит к ингибированию 

ISAC,ns. Если после применения SNAP клетку растягивали на фоне начавшегося 

ингибирования ISAC,ns, например, через 10 мин, то это приводит к временной 

активации ISAC,ns, которая через 10 мин возвращается к исходному значению. Эти 

эффекты проявляются как в K
+

in/K
+

out среде, так и в Cs
+

in/Cs
+

out среде. В 

совокупности в этих экспериментах прослеживается зависимость ответа SAC от 

общей концентрации NO, и полученные данные хорошо коррелируют с данными, 

относящимися к влиянию различных концентраций SNAP на ISAC,ns без 
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растяжения клеток. Именно для понимания механизмов модуляции SACs при 

помощи NO, помимо прямого применения SNAP для активации NO-зависимого 

пути sGC, были проведены эксперименты с изучением влияния на интактную и 

растянутую клетки активатора NO-независимого пути sGC – BAY41-2272, 

специфического блокатора sGC – ODQ, ингибитора cGMP-зависимой 

протеинкиназы в NO–sGC–cGMP–PKG пути – KT-5823, аналога cGMP –  8Br-

cGMP и ингибитора S-нитрозилирования –  аскорбиновая кислота. При этом во 

всех случаях на фоне этих соединений добавляли SNAP для активации NO-

зависимого пути sGC или(и) S-нитрозилирования. Эти результаты представлены 

ниже. 

 

3.3. Влияние BAY 41-2272 на механосенситивные токи в 

кардиомиоците 

Поскольку донор NO SNAP, действие которого описано выше, активирует 

β-субъединицу sGS и запускает NO-зависимый путь cGMP-PKG или индуцирует 

S-нитрозилирование SAC, мы исследовали участие NO-независимого пути cGMP-

PKG в модуляции мембранных токов IL,ns. Для этого использовали стимулятор 

растворимой гуанилатциклазы (sGC) [5-cyclopropyl-2-[1-(2-fluoro-benzyl)-1H-

pyrazolo[3,4-b]pyridine-3-yl]pyrimidin-4-ylamine], известный как BAY 41-2272, 

который действует на NO-независимый регуляторный сайт связывания в α1-

субъединице sGS (Stasch et al., 2001; Becker et al., 2001). 

 

3.3.1. Участие BAY 41-2272 в модуляции мембранных токов IL,ns и IK1 в 

K
+

in/K
+

out среде 

На рисунке 14 представлены измеренные I/V кривые поздних токов IL в 

контроле и токов через неселективные катионные каналы IL,BAY через 3 и 6 

мин  перфузии BAY 41-2272 (10 мкмоль/л). В таблице 9 приведены значения 

токов IL, IL,BAY и индуцированного BAY 41-2272 дифференциального тока 

(∆IBAY), описанные по I/V кривым, (IL) при -45, -80 и +40 мВ через 3 и 6 минут 
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перфузии. До применения BAY 41-2272 (рис.14А,В) I/V-кривая имела N-

образную форму и пересекала ось потенциала при -70±2 мВ (табл.9). 10 

мкмоль/л BAY 41-2272 уже течение первых 3 мин вызывали уменьшение 

положительного горба I/V кривой (приблизительно при -50 мВ) (рис. 14А,В, табл. 

9), к 6 мин перфузии эти изменения становились достоверными. V0 несколько 

смещался к более отрицательному потенциалу. При -80 мВ значение 
6
IL,BAY 

было достоверно ниже контрольных значений (
6/C
IBAY равнялось (+)0.067±0.01 

нА). BAY 41-2272 практически не влиял на выходящие токи при +40 мВ. 

В последующих экспериментах при дальнейшей перфузии клеток BAY 

41-2272 (10 мкмоль/л) через 6 минут к перфузионному раствору добавляли 

SNAP (200 мкмоль/л) (рис. 14Б,В). Начиная с первой минуты в течение 

следующих 3 минут наблюдали снижение 
3
IL,BAY+SNAP при -80 мВ, , а через 6 

минут это снижение становилось достоверным (
6/C
IBAY+SNAP при -80 мВ 

равнялось (+)0.135±0.004 нА) (табл. 9). 

Дальнейшего снижения токов во времени не наблюдали, а значения 

9
IL,BAY+SNAP изменялись незначительно по сравнению с 

6
IL,BAY+SNAP. 

Дифференциальные токи 
6/C
∆IBAY+SNAP и 

9/C
∆IBAY+SNAP также незначительно 

изменялись при -80 мВ (табл. 9). 

Так, BAY 41-2272 (10 мкмоль/л) в интактной нерастянутой клетке 

вызывал снижение тока на уровнях -45, -80 мВ и практически не влиял на 

выходящий ток при +40 мВ. SNAP, введенный в раствор через 6 мин после 

начала перфузии BAY 41-2272, вызывал снижение IK1 только через 3 мин, но 

увеличивал IL,ns. Через 6 минут применения смеси токи возвращаются к 

значениям несколько ниже контрольных. 
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Таблица 9. Амплитуда тока, индуцированного BAY41-2272 через неселективные катионные каналы IL,BAY, дифференциальный ток IBAY, IL, и 

дифференциальный ток после дополнительного введения в раствор SNAP (IL,BAY+SNAP и IBAY+SNAP, соответственно), описанная из I/V кривых позднего 

тока (IL) при -45, -80 и +40 мВ при применении 10 мкмоль/л BAY41-2272 после 3 и 6 мин перфузии и последующего добавления SNAP на фоне 

продолжающейся перфузии BAY41-2272. Поддерживаемый потенциал (Vh) = -45 мВ. V0 - пересечение результирующей I/V кривой с осью потенциала 

определяло потенциал нулевого тока, который соответствовал потенциалу покоящейся мембраны неклямпированной клетки (от - 70 до - 80 мВ). K
+

in/K
+

out 

среда. Среднее значение ± SD, n = количество экспериментов (клеток), m = количество крыс. IL (нА) - измеренное значение тока по I/V кривым. 

Дифференциальный ток IBAY и IBAY+SNAP, возникающий, когда значения IL смещены в более отрицательном направлении относительно контрольных 

значений, условно обозначается знаком минус (-), а дифференциальный ток, когда значения IL смещены в более положительном направлении, условно 

обозначается знаком плюс (+). Одинаковые буквы в верхнем индексе значения обозначают отсутствие достоверных различий между столбиками в строке 

(p  0,05), разные – достоверные различия (p  0,05). 

Наименова

ние 

V,  

(мВ) 

n m Контроль BAY41-2272 10 мкмоль/л, 3 мин перфузии BAY41-2272 10 мкмоль/л, 6 мин перфузии 

V0 

(мВ) 

IL (нА) V0 

(мВ) 

3
IL,BAY (нА) 3/C

IBAY (нА) V0 

(мВ) 

6
IL,BAY (нА) 6/C

IBAY (нА) 

Колонки 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Ступеньки 

фиксаци 

потенциал

а от Vh до 

-45 7 6 

-70±2
а
 

+0.263±0.02
а
 

-69±2
а
 

+0.234±0.02
аб

 (-)0.019±0.008 

-71±2
а
 

+0.230±0.01
б
 (-)0.034 ±0.01 

-80 7 6 -0.256±0.02
а
 -0.223±0.04

аб
 (+)0.042±0.009 -0.213±0.03

бв
 (+)0.067±0.01 

+40 7 6 +0.429±0.05
а
 +0.387±0.03

а
 (-)0.062±0.01 +0.382±0.03

а
 (+)0.088±0.02 

 

Продолжение BAY41-2272 10 мкмоль/л; 

SNAP, 200 мкмоль/л;  3 мин перфузии 

Продолжение BAY41-2272 10 мкмоль/л; 

SNAP, 200 мкмоль/л;  6 мин перфузии 

Продолжение BAY41-2272 10 мкмоль/л; 

SNAP, 200 мкмоль/л;  9 мин перфузии 

V0 

(мВ) 

3IL,BAY+SNAP 

(нА) 

3/C
IBAY+SNAP 

(нА)
 

V0 (мВ)
 6

IL,BAY+SNAP (нА)
 6/C

IBAY+SNAP (нА) V0 (мВ) 
9
IL,BAY+SNAP 

(нА) 

9/C
IBAY+SNAP 

(нА) 

15 16 17 18 19 20    

 

-70±2 

+0.235±0.03
аб

 (-)0.051±0.008 

-72±3
а
 

+0.227±0.02
аб

 (-)0.049±0.005 

-72±4
а
 

+0.205±0.05
б
 (-)0.061±0.04 

-0.174±0.02
вг

 (+)0.104±0.03 -0.138±0.04
г
 (+)0.135±0.004 -0.129±0.05

г
 (+)0.180±0.05 

+0.355±0.04
а
 (-)0.094±0.03 +0.357±0.05

а
 (-)0.127±0.04 +0.327±0.04

а
 (-)0.102±0.05 
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Рисунок 14. Влияние BAY 41-2272 (10 мкмоль/л) и его комбинации со SNAP (200 

мкмоль/л) на  I/V кривые позднего тока (IL) у нерастянутой клетки. А – Изменения IL в 

интактной клетке на фоне постоянной перфузии BAY 41-2272 в контроле (синие кружки), 

через 3 мин (красные треугольники) и через 6 мин (зеленые квадраты). Б - изменение IL 

под действием BAY 41-2272 с последующим добавлением в раствор SNAP. Синие кружки 

– контроль, красные треугольники – 6 мин перфузии клеток с BAY 41-2272, зеленые 

квадраты – 3 мин перфузии после добавления к раствору SNAP, перевернутые голубые 

треугольники – 6 мин со SNAP, пурпурные ромбы – 9 мин со SNAP. Оригинальные 

кривые. В – Диаграмма изменения тока IL,ns(-80) у нерастянутой клетки при 

последовательном добавлении в раствор BAY 41-2272 и SNAP. Одинаковые буквы 

обозначают отсутствие достоверных различий между столбиками (p  0,05), разные – 

достоверные различия (p  0,05). n=7, m=6. 
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3.3.2. BAY 41-2272 устраняет ISAC 

Добавление BAY 41-2272 в концентрации 10 мкмоль/л привело к 

устранению токов, вызванных растяжением. На рисунке 15А,В и в 

таблице 10 показано, что токи, вызванные растяжением клеток на 6 мкм, 

значительно уменьшаются после 6-минутной перфузии BAY 41-2272 (10 

мкмоль/л). Через 6 мин IK1 при -45 мВ была близка к исходным 

значениям, а 
6
IL,ns,BAY при -80 мВ не отличалась от контрольных значений. 

Значения дифференциального тока после 6 мин 
6/C

ISAC,BAY при -80 мВ 

показывают аналогичный возврат к значениям ниже исходных (таблица 

10). Дополнительное введение SNAP (200 мкмоль/л) на фоне BAY 41-

2272 (10 мкмоль/л) и 6 мкм растяжения клеток не влияет значимо на токи 

(табл. 10, рис.15Б,Г). 

Таким образом, BAY 41-2272 устраняет индуцированные 

растяжением входящие токи, которые при -45 и -80 мВ становятся ниже 

исходных, а дополнительное введение 200 мкмоль/л SNAP несколько 

увеличивает IK1, но не влияет на IL,ns. 

Таким образом, BAY 41-2272 в NO-cGMP-PKG пути индуцирует 

фосфорилирование SACs, открываемых растяжением клеток, что 

приводит к полной элиминации индуцированного растяжением ISAC. 

Последующее дополнительное введение SNAP не меняет ситуацию. 
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Таблица 10. Амплитуда тока через активируемые растяжением неселективные катионные каналы IL,ns, дифференциальный ток через 

активируемые растяжением каналы ISAC, IL,ns и ISAC после применения BAY 41-2272 (10 мкмоль/л) на фоне растяжения клеток (IL,ns,BAY и ISAC,BAY, 

соответственно) и после дополнительного применения SNAP (200 мкмоль/л) на фоне продолжающейся перфузии BAY41-2272 (IL,ns,BAY +SNAP и 

ISAC,BAY+SNAP, соответственно), описанные из I/V кривых позднего тока (IL) при - 45, - 80 и + 40 мВ. Поддерживаемый потенциал (Vhp) = -45 мВ. V0 - 

пересечение результирующей I/V кривой с осью потенциала при нулевом токе представляло собой потенциал нулевого тока, который соответствовал 

потенциалу покоящейся мембраны неклямпированной клетки (от - 70 до - 80 мВ). K
+

in/K
+

out среда. Среднее значение ± SD, n = количество экспериментов 

(клеток), m = количество крыс. Дифференциальные токи ISAC, ISAC,BAY и ISAC,BAY+SNAP, которые возникают, когда значения IL,ns смещаются в более 

отрицательное направление относительно контрольных значений, условно обозначаются знаком минус (-), а дифференциальные токи, когда значения IL,ns 

смещаются в более положительное направление, условно обозначаются знаком плюс (+). Для всех достоверных различий Р<0,05 

Наименование V,  

(мВ) 

n m Контроль Растяжение 6 мкм Растяжение 6 мкм + BAY41-2272 10 

мкмоль/л, перфузия - 6 мин 

V0 

(мВ) 

IL (нА) V0 

(мВ) 

IL,ns (нА) ISAC (нА) V0 

(мВ) 

6
IL,ns,BAY (нА) 

6/C
ISAC, BAY (нА) 

Колонки 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

 Ступеньки 

фиксаци 

потенциала от 

Vh до 

-45 5 4 

-78±2
а
 

+0.377±0.05
а
 

-52±2
б
 

+0.179±0.04
б
 (-)0.199±0.1 

-74±3
а
 

+0.280±0.08
в
 (-)0.105±0.05 

-80 5 4 -0.377±0.02
а
 -0.553±0.08

б
 (-)0.176±0.09 -0.376±0.08

а
 (+)0.136±0.04 

+40 5 4 +0.493±0.09
а
 +0.575±0.02

б
 (+)0.132±0.09 +0.394±0.07

в
 (-)0.097±0.02 

 
Продолжение перфузии растянутой клетки с  

BAY41-2272 10 мкмоль/л + SNAP 200 

мкмоль/л, 3 мин 

Продолжение перфузии растянутой клетки с 

BAY41-2272 10 мкмоль/л + SNAP 200 мкмоль/л, 6 

мин 

 

V0 

(мВ) 

3
IL,ns,BAY+SNAP 

(нА) 

3/C
ISAC,BAY+SNAP 

(нА)
 

V0 (мВ)
 6

IL,ns,BAY+SNAP (нА)
 6/C

ISAC, BAY+SNAP (нА) 

12 13 14 15 16 17 

-75±3
а
 

+0.295±0.06
ав

 (-)0.082±0.03  

-76±2
а
 

+0.328±0.08
ав

 (-)0.061±0.02 

-0.306±0.04
а
 (+)0.070±0.04 -0.271±0.04

а
 (+)0.106±0.03 

+0.375±0.06
в
 (-)0.121±0.03 +0.408±0.02

в
 (-)0.137±0.04 
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Таблица 11. Амплитуда индуцированного ODQ позднего тока через неселективные катионные каналы IL, ODQ, дифференциальный ток IODQ, IL, и 

дифференциальный ток после добавления SNAP (IL,ODQ+SNAP и IODQ+SNAP, соответственно), описанные из I/V кривых позднего тока (IL) при - 45, - 80 и + 40 

мВ при перфузии клеток с  ODQ в концентрации 5 мкмоль/л через 3 и 6 мин перфузии и последующее добавление SNAP на фоне продолжающейся 

перфузии ODQ. Поддерживаемый потенциал (Vhp) = -45 мВ. V0 - пересечение результирующей I/V кривой с осью потенциала при нулевом токе 

представляло собой потенциал нулевого тока, который соответствовал потенциалу покоящейся мембраны у клетки с нефиксированным потенциалом (от - 

70 до - 80 мВ). K
+

in/K
+

out среда. Среднее значение ± SD, n = количество экспериментов (клеток), m = количество крыс. IL (нА) – измеренные из I/V кривых 

величины тока при указанных в таблице потенциалах. Дифференциальные токи IODQ и IODQ+SNAP которые возникают, когда значения IL смещаются в 

более отрицательное направление относительно контрольных значений, условно обозначаются знаком минус (-), а дифференциальные токи, когда 

значения IL,ns смещаются в более положительное направление, условно обозначаются знаком плюс (+). Для всех достоверных различий Р<0,05. 

Наименова

ние 

V,  

(мВ) 

n m Контроль ODQ 5 мкмоль/л, 3 мин перфузии ODQ 5 мкмоль/л, 6 мин перфузии  

V0 

(мВ) 

IL (нА) V0 

(мВ) 

3
IL,ODQ (нА) 3/C

IODQ (нА) V0 

(мВ) 

6
IL,ODQ (нА) 6/C

IODQ (нА) 

Колонки 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Ступеньки 

фиксаци 

потенциала 

от Vh до 

-45 7 7 

-75±2
а
 

+0.312±0.03
а
 

-80±2
б
 

+0.227±0.05
а
 (-)0.087±0.01 

-80±1
б
 

+0.228±0.05
а
 (-)0.082±0.02 

-80 7 7 -0.105±0.02
а
 -0.078±0.03

б
 (+)0.094±0.06 -0.021±0.01

в
 (+)0.084±0.05 

+40 7 7 +0.363±0.04
а
 +0.188±0.05

б
 (-)0.177±0.02 +0.185±0.05

б
 (-)0.178±0.02

 

 

Продолжение перфузии ODQ 5 мкмоль/л; 

SNAP, 200 мкмоль/л;  3 мин перфузии 

Продолжение перфузии ODQ 5 мкмоль/л; 

SNAP, 200 мкмоль/л;  6 мин перфузии 
 

V0 

(мВ) 

3
IL,ODQ+SNAP 

(нА) 

3/C
IODQ+SNAP 

(нА)
 

V0 (мВ)
 6

IL,ODQ+SNAP (нА)
 6/C

IODQ+SNAP 

(нА) 

12 13 14 15 16 17 

-69±2
в
 

+0.205±0.04
б 

(-)0.109±0.06  

-68±1
в
 

+0.202±0.04
б
 (-)0.110±0.06 

-0.189±0.01
г 

(-)0.090±0.02 -0.198±0.01
г
 (-)0.101±0.02 

+0.225±0.05
бв 

(-)0.140±0.08 +0.258±0.06
в
 (-)0.107±0.08 

 



97 
 

Таблица 12. Амплитуда тока через активируемые растяжением неселективные катионные каналы IL,ns, дифференциальный ток через 

активируемые растяжением каналы ISAC, IL,ns и ISAC после применения ODQ (5 мкмоль/л) на фоне растяжения клеток (IL,ns,ODQ и ISAC, ODQ,  соответственно) и 

после дополнительного применения SNAP (200 мкмоль/л) на фоне продолжающейся перфузии ODQ (IL,ns,ODQ+SNAP и ISAC,ODQ+SNAP,  соответственно), 

описанной из I/V кривых позднего тока (IL) при -45, -80 и +40 мВ. Поддерживаемый потенциал (Vhp) = -45 мВ. V0 - пересечение результирующей I/V 

кривой с осью потенциала при нулевом токе представляло собой потенциал нулевого тока, который соответствовал потенциалу покоящейся мембраны 

неклямпированной клетки (от - 70 до - 80 мВ). K
+

in/K
+

out среда. Среднее значение ± SD, n = количество экспериментов (клеток), m = количество крыс. 

Дифференциальные токи ISAC, ISAC,ODQ и ISAC,ODQ+SNAP, которые возникают, когда значения IL,ns смещаются в более отрицательное направление 

относительно контрольных значений, условно обозначаются знаком минус (-), а дифференциальные токи, когда значения IL,ns смещаются в более 

положительное направление, условно обозначаются знаком плюс (+). Одинаковые буквы в верхнем индексе значения обозначают отсутствие 

достоверных различий между столбиками в строке (p  0,05), разные – достоверные различия (p  0,05). 

Наименование V,  

(мВ) 

n m Контроль Растяжение 6 мкм Растяжение 6 мкм + ODQ 5 мкмоль/л, 

перфузия – 6 мин 

V0 (мВ) IL (нА) V0 

(мВ) 

IL,ns (нА) ISAC (нА) V0 (мВ) 
6
IL,ns,ODQ (нА) 

6/C
ISAC,ODQ (нА) 

Колонки 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

 Ступеньки 

фиксаци 

потенциала от Vh 

до 

-45 5 5 

-75±4
а
 

+0.317±0.06
а
 

-65±6
б
 

+0.196±0.07
б
 (-)0.121±0.04 

-80±2
а
 

+0.167±0.02
б
 (-)0.150±0.03 

-80 5 5 -0.341±0.05
а
 -0.483±0.05

б
 (-)0.139±0.04 -0.124±0.04

в
 (+)0.217±0.04 

+40 5 5 +0.495±0.08
а
 +0.475±0.08

а
 (+)0.018±0.04 +0.320±0.04

б
 (-)0.185±0.03 

 

Продолжение перфузии растянутой клетки с 

ODQ 5 мкмоль/л + SNAP, 200 мкмоль/л, 3 мин 

Продолжение перфузии растянутой клетки с ODQ 

5 мкмоль/л + SNAP, 200 мкмоль/л, 6 мин 
 

V0 

(мВ) 

3
IL,ns,ODQ+SNAP 

(нА) 

3/C
ISAC,ODQ+SNAP 

(нА)
 

V0 (мВ)
 6

IL,ns,ODQ+SNAP 

(нА)
 

6/C
ISAC,ODQ+SNAP (нА) 

12 13 14 15 16 17 

-75±4
а
 

0.129±0.02
б
 (-)0.188±0.04  

-74±3
а
 

+0.047±0.01
в
 (-)0.210±0.03 

-0.247±0.05
г
 (+)0.094±0.02 -0.347±0.08

а
 (+)0.006±0.03 

+0.246±0.03
б
 (-)0.179±0.02 +0.339±0.01

б
 (-)0.168±0.03 
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Рисунок 15. Влияние BAY 41-2272 (10 мкмоль/л) и его комбинации со SNAP (200 

мкмоль/л) на  активируемый растяжением неселективный катионный ток (IL,ns). А – 

Зависимость IL от потенциала у нерастянутой клетке (в контроле – синие кружки) и ISAC 

после растяжения клетки на 6 мкм (красные треугольники), через 3 мин (зеленые 

квадраты), через 6 мин (перевернутые голубые треугольники) и через 9 мин (пурпурные 

ромбы) постоянной перфузии BAY 41-2272 на фоне растяжения. Б  – зависимость IL от 

потенциала в контроле (синие кружки), после растяжения клетки на 6 мкм (красные 

треугольники), через 6 (зеленые квадраты) минут перфузии BAY 41-2272, через 3 

(перевернутые голубые треугольники) и 6 (пурпурные ромбы) минут перфузии после 

дополнительного применения SNAP. В – Диаграмма изменения тока IL,ns(-80) на фоне 

растяжения клетки при последовательном добавлении в раствор BAY 41-2272 и SNAP. 

Одинаковые буквы обозначают отсутствие достоверных различий между столбиками (p  

0,05), разные – достоверные различия (p  0,05). n=5, m=4. 
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3.3.3. Причины, ведущие к уменьшению IL,ns под действием BAY41-

227 у нерастянутой клетки, и ведущие к устранению ISAC, 

вызванного  растяжением клетки  

В наших экспериментах у нерастянутой клетки 10 мкмоль/л BAY41-

2272 уменьшает величины токов на уровнях -45 и -80 и не влияет на 

выходящий ток при +40 мВ. Входящий катион неселективный ток, 

регистрируемый в отрицательном диапазоне токов и при потенциалах, более 

гиперполяризованных, чем V0, вносит основной вклад в ISAC. Именно он и 

уменьшался. SNAP, введенный на фоне BAY41-2272 вызывал бифазный 

эффект – увеличение IL,ns, с последующим его ингибированием.  

В отличие от NO, который связывается с сайтом в β-субъединице, что 

активирует ее каталитический домен C-конца и ведет к продукции cGMP и, 

следовательно, к работе NO-зависимых NO-sGC-cGMP-PKG путей регуляции 

активности каналов, механизм действия BAY 41-2272 иной. BAY 41-2272, 

связываясь с NO-независимым регуляторным местом в субъединице α1 sGC, 

вызывает активацию каталитического домена C-конца этой субъединицы, что 

ведет к дополнительной продукции cGMP (Stasch et al., 2001) и, в конечном 

счете, к активации PKG и вероятному фосфорилированию  SACs по пути 

sGC-cGMP-PKG.  

Если исходить из классического sGC–cGMP–PKG пути, то в 

приведенных экспериментах NO-независимый путь активации cGMP 

приводил к фосфорилированию SACs, что вызывало ингибирование IL,ns, а 

введение SNAP временно активировало IL,ns. В этом случае возникают два 

варианта развития событий, и на сегодня нет однозначного ответа, какой 

путь будет задействован. Во-первых, BAY 41-2272 уже связан с сайтом в α1 

субъединице. Если NO может дополнительно связаться с сайтом в β 

субъединице и это связывание приведет к дополнительному увеличению 

cGMP, то временный эффект SNAP можно объяснить sGC–cGMP–PKG 

путем. Такой ход событий кажется возможным в случае применения BAY 58-
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2667. В комбинации BAY 58-2667 и DEA/NO во всем диапазоне 

концентраций наблюдалось аддитивное действие на активность sGC 

(аддитивное действие, т.е. случай, когда значение величины, 

соответствующее целому объекту, равно сумме значений величин, 

соответствующих его частям). Эти наблюдения повторялись с более 

высокими и более низкими концентрациями DEA/NO и оставались 

аддитивными (Stasch et al., 2002). Однако нет никаких данных, позволяющих 

допустить аналогичную ситуацию для BAY 41-2272. Во-вторых, если на 

фоне BAY 41-2272, NO не может дополнительно связаться со ―своим‖ сайтом 

в β субъединице, тогда можно предполагать временное увеличение IL,ns в 

результате S-нитрозилирования каналов.    

Однако наиболее важно, что BAY41-2272 устраняет индуцированные 

растяжением токи ISAC, а дополнительное введение SNAP принципиально не 

изменяет ситуации. Мы предполагаем, что BAY41-2272 по NO–cGMP–PKG 

пути может фосфорилировать SACs, открытые путем растяжения клетки, или 

же влиять на них посредством другого вторичного мессенджера (например, 

непосредственно cGMP), и это приводит к полному устранению вызванного 

растяжением ISAC. Последующее дополнительное введение SNAP не меняло 

IL,ns, и это понятно с учетом ранее полученных данных о том, что введение 

SNAP на фоне растянутой клетки полностью устраняет ISAC. 

 

3.4. Влияние ODQ на механосенситивные токи в кардиомиоците 

Принимая во внимание, что донор NO вызывает активацию β-

субъединицы sGC и запускает NO-зависимые пути NO-cGMP-PKG, а BAY 

41-2272 индуцирует активацию sGC по NO-независимому пути, логично, что 

их смесь будет модулировать IL,ns и ISAC через путь (sGCβ1 и sGCα1)-

cGMP-PKG. Мы исследовали эффекты блокирования sGC с помощью 

специфического блокатора ODQ или 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxaline-1-

one. Из двух гетеродимерных изоформ sGC sGCα1β1, по-видимому, является 



101 
 

преобладающей формой, экспрессируемой в желудочковых кардиомиоцитах 

(Cawley et al., 2011), а ODQ в концентрации 5–10 мкмоль/л ингибирует 

активацию всех изоформ sGC (Sips et al., 2011). 

 

3.4.1. ODQ модулирует мембранные токи IL,ns, и IK1 в K
+

in/K
+

out 

среде 

В наших экспериментах мы не наблюдали отличий в величине 

токов при всех значениях потенциалов на фоне перфузии клеток 5 и 10 

мкмоль/л ODQ. На рис.16А,В показаны изменения I/V кривой поздних 

токов IL в контроле и во время действия ODQ (5 мкмоль/л), в течение 3 и 

6 мин, а в табл.11 показаны значения этих токов и значения ODQ-

индуцированного дифференциального тока (∆IODQ), описанные по I/V-

кривым, (IL) при -45, -80 и +40 мВ после 3 и 6 минут перфузии. ODQ не 

изменяет N-образную форму I/V кривой, но вызывает уменьшение IK1 и 

IL,ODQ и сдвигает V0 в сторону отрицательных потенциалов. Кроме того, 

после выраженного снижения в течение первых 3 минут 
6/C
∆IODQ не 

изменилась по сравнению с 
3/C
∆IODQ при +40 мВ (табл. 11). 

В следующих экспериментах во время дальнейшей 6-минутной 

перфузии клеток с помощью ODQ (рис.16Б,В) в перфузионный раствор 

дополнительно вводили SNAP (200 мкмоль/л). Несмотря на непрерывную 

блокаду sGC при помощи ODQ, аппликация SNAP через 3 минуты 

вызывала значительное увеличение 
3
IL,ODQ+SNAP при -80 мВ, тогда как 

3/C
∆IODQ+SNAP становится равным (-)0,090±0,02 нА, т.е. несколько больше, 

чем при растяжении клетки на 6 мкм, и сдвигала V0 до -68±1 мВ. При 

этом эта смесь практически не меняла ток при -45 и +40 мВ. Эти 

изменения были стойкими, через 6 минут кривая IL на I/V зависимости 

была практически аналогична предыдущей кривой, (рис.16Б, таблица 11). 

Таким образом, применение как 5, так и 10 мкмоль/л ODQ в 

интактной клетке уже через 3 мин снижает входящий катионный 
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неселективный ток IL,ODQ при -80 мВ. IK1 при -45 мВ, и выходящий ток 

при +40 мВ также были снижены. SNAP, введенный в раствор через 6 

мин после перфузии ODQ, резко повышает IL при -80, деполяризуя V0, но 

незначительно изменяя токи при -45 и +40 мВ. 

 

Рисунок 16. Влияние ODQ (5 мкмоль/л) и его комбинации со SNAP (200 мкмоль/л) 

на  I/V кривые позднего тока (IL) у нерастянутой клетки. А – Изменения IL в интактной 

клетке на фоне постоянной перфузии ODQ в контроле (синие кружки), через 3 мин 

(красные треугольники) и через 6 мин (зеленые квадраты). Б - изменение IL под действием 

ODQ с последующим добавлением в раствор SNAP. Синие кружки – контроль, красные 

треугольники – 6 мин перфузии клеток с ODQ, зеленые квадраты – 3 мин перфузии после 

добавления к раствору SNAP, перевернутые голубые треугольники – 6 мин со SNAP. 

Оригинальные кривые. В – Диаграмма изменения тока IL,ns(-80) у нерастянутой клетки при 

последовательном добавлении в раствор ODQ и SNAP. Одинаковые буквы обозначают 

отсутствие достоверных различий между столбиками (p  0,05), разные – достоверные 

различия (p  0,05). n=6, m=4. 
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3.4.2. ODQ устраняет ISAC 

На рис.17А,В показано появление ISAC при растяжении клеток на 6 

мкм. Последующее введение ODQ (5 мкмоль/л) в течение 3 минут  не 

только устраняет ISAC, но и значительно снижает исходный ток IL,ns. При 

этом наблюдались существенные сдвиги кривой в сторону 

гиперполяризации. Значения V0, IL,ns,ODQ и ISAC в разные моменты времени 

показаны в таблице 12. 

На рис. 17Б,В и в таблице 12 продемонстрировано, что 

дополнительное введение SNAP (200 мкмоль/л) на фоне исходного 

растяжения клеток на 6 мкм и после 6 минут перфузии ODQ (5 мкмоль/л), 

еще в большей степени уменьшает IL,ns,ODQ+SNAP при -45 мВ, но 

увеличивает IL,ns,ODQ+SNAP при -80, который через 6 мин перфузии достигает 

контрольных значений. 

Таким образом, ODQ полностью устраняет вызванные растяжением 

клетки IL,ns, причем токи на уровне -45 и -80 мВ становятся существенно 

меньше исходных, а дополнительное введение  200 мкмоль/л SNAP их 

увеличивает, но на уровне -45 мВ  не до контрольных значений, а -80 мВ – до 

контрольных.  

Что касается тока IK1, то в разных экспериментах мы получали разную 

его реакцию на введение ODQ, это может связанно с его неодназначным 

действием на внутренние системы клетки, что обсуждается ниже. 
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Рисунок 17. Влияние ODQ (5 мкмоль/л) и его комбинации со SNAP (200 мкмоль/л) 

на  активируемый растяжением неселективный катионный ток (IL,ns). А – Зависимость IL 

от потенциала у нерастянутой клетке (в контроле – синие кружки) и ISAC после растяжения 

клетки на 6 мкм (красные треугольники), через 3 мин (зеленые квадраты) и через 6 мин 

(перевернутые голубые треугольники) постоянной перфузии ODQ на фоне растяжения. Б 

– IL в нерастянутой клетке (в контроле – синие кружки) и ISAC после растяжения клетки на 

6 мкм (красные треугольники), через 6 мин непрерывной перфузии ODQ (зеленые 

квадраты) и через 6 мин перфузии после добавления к раствору SNAP на фоне 

продолжающегося растяжения (перевернутые голубые треугольники). Оригинальные 

кривые. В – Диаграмма изменения тока IL,ns(-80) на фоне растяжения клетки при 

последовательном добавлении в раствор ODQ и SNAP. Одинаковые буквы обозначают 

отсутствие достоверных различий между столбиками (p  0,05), разные – достоверные 

различия (p  0,05). n=5, m=5. 
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3.4.3. Причины, по которым ODQ модулирует мембранные токи в 

нерастянутых и растянутых клетках 

В наших экспериментах ODQ у нерастянутой клетки уменьшает 

величины IL,ns и сдвигает V0 в сторону гиперполяризации. SNAP, введенный в 

раствор в присутствии ODQ,  увеличивает IL,ns гиперполяризуя V0. После 

этого SNAP не уменьшает IL,ns, значения тока практически не изменяются. 

Таким образом, мы видим, что бифазная реакция характерная для 

контрольной ситуации не наблюдается, по-видимому, из-за 

заблокированного sGC-cGMP-PKG пути. Главное, что ODQ полностью 

устраняет вызванный растяжением клетки ISAC, а дополнительное введение 

SNAP его вновь увеличивает.  

В интактной клетке блокада sGC должна устранять регуляцию 

канальной активности через NO–cGMP–PKG путь, который работает 

благодаря базовой продукции NO синтазами NO. Но есть один нюанс. Хотя 

имеется существенное количество работ, выполненных с применением ODQ 

как блокатора sGC и, следовательно, NO–cGMP–PKG пути, к результатам 

использования этого соединения стоит относиться с осторожностью, 

поскольку известно, что помимо действия на sGC, ODQ обладает 

способностью действовать на органические нитраты и оказывает влияние на 

ферментную систему цитохрома Р-450. Более важно, что ODQ блокирует 

sGC, но при этом, благодаря его метаболическому преобразованию, 

превращается в ингибитор NOS (Feelisch et al., 1999). 

Однако для нашей задачи параллельное блокирование NOS 

преобразованным ODQ даже более интересно. В этом случае, в наших 

экспериментах перфузия клеток ODQ выключает не только NO–cGMP–PKG 

сигналлинг, но и, вероятно, работу NOS, т.е. образование NO. В этих 

условиях выраженная активация IL,ns с помощью SNAP на фоне 

фармакологической блокады sGC с ODQ достаточно убедительно 

демонстрирует превалирующую роль нитрозилирования SACs. 
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Растяжение клетки вызывает открытие SACs и появление 

индуцированного растяжением тока IL,ns, величина которого ISAC при данном 

уровне растяжения остается на постоянном уровне, т.е. без адаптации. 

Применение ODQ устраняет ISAC и это было бы сложно объяснить только 

блокированием sGC–cGMP–PKG пути, поскольку в ряде публикаций 

показано, что работа SACs определяется наличием NO в клетке. Так 

использование PTIO, связывающего NO, ингибитора NO-синтазы L-NAME 

(Dyachenko et al., 2009; Kazanski et al., 2010a) (см. для обзора (Kazanski et al., 

2011)) и мышей с нокаутом NOS3
-/-

 (Kazanski et al., 2011; Kazanski et al., 

2010a) убедительно показало, что в отсутствие NO растяжение не может 

привести к возникновению ISAC, с другой стороны, увеличение концентрации 

NO посредством введения в среду SNAP или DEA-NO на фоне растянутой 

клетки полностью устраняет ISAC (Kazanski et al., 2010b). 

Однако данные о том, что метаболическая трансформация ODQ 

превращает его в ингибитор NOS (Feelisch et al., 1999), позволяют сделать 

вывод, что ODQ  полностью устраняет ISAC не только или, не столько, за счет 

блокады sGC–cGMP–PKG пути, сколько за счет блокады NOS в результате 

чего снижается количество NO в клетке. Эту точку зрения подтверждает 

реакция растянутой клетки на SNAP, введенный на фоне предварительной 

обработки клетки ODQ, которая заключается в увеличении входящего катион 

неселективного тока. Таким образом, предположение о S-нитрозилировании 

SACs выглядит достаточно убедительным. 

 

3.5. Влияние KT-5823 на механосенситивные токи в 

кардиомиоците 

В этой серии экспериментов интактные кардиомиоциты перфузировали 

KT-5823 в концентрации 1 мкмоль/л, который известен как ингибитор cGMP-

зависимой протеинкиназы в NO–sGC–cGMP–PKG пути. 
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3.5.1. Участие KT-5823 в модуляции мембранных токов Ins и IK1 в 

K
+

in/K
+

out средах 

На рис.18А  представлены I/V кривая IL тока в контроле в K
+

in/K
+

out 

среде и ее изменения при действии KT-5823 через 3 мин и через 6 мин, а 

средние значения IL,KT, IK1 и IKT сведены в таблицу 13. Из представленных 

данных следует, что перфузия клеток раствором KT-5823 через 3 мин 

практически не меняла IK1, т.е. ток на уровне -45 мВ, однако уменьшала 
3
IL,KT 

на уровне -80 мВ. Через 6 мин величины измеряемых токов не менялись. 

Дальнейших изменений параметров кривой IL тока не было (не показано). 

Выходящий ток на уровне +40 мВ не менялся. Таким образом, под действием 

KT-5823 происходило уменьшение только входящего катион неселективного 

тока. 

В дальнейших экспериментах через 6 мин действия KT-5823 в 

K+in/K+out среде дополнительно вводили 200 мкмоль/л SNAP. На рисунке 

18Б,В представлено изменение IL тока в контроле, через 6 мин перфузии KT-

5823  и еще через 3 и 6 мин после дополнительного введения SNAP, который 

вызывает уменьшение IK1, но не влияет на входящий катион неселективного 

ток на уровне -80 мВ (таблица 13). Выходящие токи на уровне +40 мВ не 

менялись. 

Таким образом, под действием KT-5823 происходило уменьшение 

только входящего катион неселективного тока, а дальнейшее добавление 

SNAP значимо не изменяло IL,ns. 
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Таблица 13. Амплитуда индуцированного KT-5823 позднего тока, через неселективные катионные каналы IL,KT, дифференциальный ток IKT, IL и 

дифференциальный ток после дополнительного введения SNAP (IL,KT+SNAP и IKT+SNAP, соответственно), описанная из I/V кривых позднего тока (IL) при -

45, -80 и +40 мВ при 1 мкмоль/л KT-5823 после 3 и 6 мин перфузии и последующего добавления SNAP на фоне продолжающейся перфузии KT-5823. 

Поддерживаемый потенциал (Vhp) = -45 мВ. V0 - пересечение результирующей I/V кривой с осью потенциала при нулевом токе представляло собой 

потенциал нулевого тока, который соответствовал потенциалу покоящейся мембраны у клетки с нефиксированным потенциалом (от - 70 до - 80 мВ). 

K
+

in/K
+

out среда. Среднее значение ± SD, n = количество экспериментов (клеток), m = количество крыс. IL (нА) – измеренные из I/V кривых величины тока 

при указанных в таблице потенциалах. Дифференциальные токи IKT и IKT+SNAP, которые возникают, когда значения IL смещаются в более отрицательное 

направление относительно контрольных значений, условно обозначаются знаком минус (-), а дифференциальные токи, когда значения IL,ns смещаются в 

более положительное направление, условно обозначаются знаком плюс (+). Одинаковые буквы в верхнем индексе значения обозначают отсутствие 

достоверных различий между столбиками в строке (p  0,05), разные – достоверные различия (p  0,05). 

Наименование V,  

(мВ) 

n m Контроль KT-5823 1 мкмоль/л, 3 мин перфузии KT-5823 1 мкмоль/л, 6 мин перфузии 

V0 

(мВ) 

IL (нА) V0 

(мВ) 

3
IL, KT (нА) 3/C

IKT (нА) V0 (мВ) 
6
IL, KT (нА) 6/C

IKT (нА) 

Колонки 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Ступеньки 

фиксаци 

потенциала от Vh 

до 

-45 5 4 

-75±2
а
 

+0.267±0.03
а
 

-77±1
а
 

+0.255±0.03
а
 (-)0.016±0.007 

-77±1
а
 

+0.245±0.05
а
 (-)0.021 ±0.06 

-80 5 4 -0.265±0.05
а
 -0.178±0.05

б
 (+)0.121±0.01 -0.197±0.06

аб
 (+)0.019±0.01 

+40 5 4 +0.349±0.04
а
 +0.367±0.05

а
 (+)0.042±0.01 +0.369±0.04

а
 (+)0.014±0.01 

 

Продолжение перфузии KT-5823 1 

мкмоль/л;  

SNAP, 200 мкмоль/л;  3 мин перфузии 

Продолжение перфузии  KT-5823 1 

мкмоль/л;  

SNAP, 200 мкмоль/л;  6 мин перфузии 

V0 (мВ) 
3
IL,KT+SNAP (нА) 

3/C
IKT+SNAP 

(нА) 

V0 

(мВ) 

6
IL,KT+SNAP (нА) 

6/C
IKT+SNAP (нА) 

12 13 14 15 16 17 

-65±2
б
 

0.212±0.05
а
 (-)0.069±0.02  

-73±2
а
 

0.254±0.05
а
 (-)0.054±0.008 

-0.268±0.04
аб

 (+)0.029±0.002 -0.201±0.06
аб

 (+)0.071±0.02 

0.399±0.06
а
 (-)0.066±0.006 0.414±0.02

а
 (-)0.038±0.03 
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Таблица 14. Амплитуда тока через активируемые растяжением неселективные катионные каналы ILns, дифференциальный ток через 

активируемые растяжением каналы ISAC, IL,ns, и ISAC после применения KT-5823 (1 мкмоль/л) на фоне растяжения клеток (IL,ns,KT и ISAC,KT, соответственно) и 

после дополнительного введения SNAP (200 мкмоль/л) на фоне продолжающейся перфузии KT-5823 (IL,ns,KT+SNAP и ISAC,KT+SNAP, соответственно), 

описанные из I/V кривых позднего тока (IL) при -45, -80 и +40 мВ. Поддерживаемый потенциал (Vhp) = -45 мВ. V0 - пересечение результирующей I/V 

кривой с осью потенциала при нулевом токе представляло собой потенциал нулевого тока, который соответствовал потенциалу покоящейся мембраны 

неклямпированной клетки (от - 70 до - 80 мВ). K
+

in/K
+

out среда. Среднее значение ± SD, n = количество экспериментов (клеток), m = количество крыс. 

Дифференциальные токи ISAC, ISAC,KT и ISAC,KT+SNAP, которые возникают, когда значения IL,ns смещаются в более отрицательное направление относительно 

контрольных значений, условно обозначаются знаком минус (-), а дифференциальные токи, когда значения IL,ns смещаются в более положительное 

направление, условно обозначаются знаком плюс (+).Одинаковые буквы в верхнем индексе значения обозначают отсутствие достоверных различий 

между столбиками в строке (p  0,05), разные – достоверные различия (p  0,05). 

Наименование V,  

(мВ) 

n m Контроль Растяжение 6 мкм Растяжение 6 мкм + KT-5823 1 мкмоль/л, 

перфузия - 6 мин 

V0 

(мВ) 

IL (нА) V0 

(мВ) 

IL,ns (нА) ISAC (нА) V0 (мВ) 
6
IL,ns,KT (нА) 

6/C
ISAC,KT (нА) 

Колонки 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Ступеньки 

фиксаци 

потенциала от 

Vh до 

-45 5 4 

-80±3
а
 

+0.238±0.02
а
 

-67±4
б
 

+0.120±0.02
б
 (-)0.114±0.02 

-85±3
а
 

+0.230±0.05
а
 (+)0.021±0.02 

-80 5 4 -0.251±0.06
а
 -0.353±0.05

б
 (-)0.127±0.03 -0.181±0.04

ав
 (+)0.055±0.04 

+40 5 4 +0.260±0.01
а
 +0.285±0.01

а
 (+)0.025±0.02 +0.220±0.02

б
 (-)0.031±0.02 

 

Продолжение перфузии растянутой клетки с 

KT-5823 1 мкмоль/л + SNAP 200 мкмоль/л, 3 

мин 

Продолжение перфузии растянутой клетки с KT-

5823 1 мкмоль/л + SNAP 200 мкмоль/л, 6 мин 

 

V0 (мВ) 
3
IL,ns,KT+SNAP (нА) 

3/C
ISAC,KT+SNAP 

(нА)
 

V0 (мВ)
 6

IL,ns,KT+SNAP (нА)
 6/C

ISAC,KT+SNAP 

(нА) 

12 13 14 15 16 17 

-84±2
а
 

+0.210±0.03
а
 (-)0.022±0.03  

-84±2
а
 

+0.205±0.02
а
 (-)0.026±0.02 

-0.162±0.01
в
 (+)0.076±0.02 -0.170±0.01

в
 (+)0.079±0.02 

+0.203±0.02
б
 (-)0.054±0.02 +0.208±0.02

б
 (-)0.052±0.03 
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3.5.2. KT-5823 уменьшает ISAC  

Как продемонстрировано на рис. 19А,В растяжение клеток вызывает 

уменьшение IK1 и увеличение IL, значения которого и значения ISAC 

приведены в таблице 14. Как это обычно происходит при растяжении, V0 

смещается в сторону деполяризации. На фоне растяжения клетки введение 1 

мкмоль/л KT-5823 через 6 мин перфузии  ISAC выраженно ингибировался и 

значения тока 
6
IL,ns,KT, несмотря на продолжающееся растяжение, 

становились существенно меньше, чем в контроле. Полностью вернулся к 

контрольным значениям и IK1. При этом  V0 смещалось в гиперполяризацию 

и его значения становились большими, чем в контроле.  

В дальнейших экспериментах (рис.19Б,В и таблица 14) на фоне 

растяжения клетки через 6 мин действия KT-5823 регистрировали 

выраженное ингибирование ISAC, IK1 и смещение V0 в сторону 

гиперполяризаци. Дополнительно введенный в K
+

in/K
+

out среду 200 мкмоль/л 

SNAP значимо не влиял на величину токов (Рис. 19В).  

Таким образом, KT-5823 ингибировал индуцированный растяжением 

ток, а введенный дополнительно SNAP не оказывал существенного влияния 

на этот ток.  

 

3.5.3. Причины, по которым KT-5823 ингибирует IL,ns у 

нерастянутой клетки и ISAC у растянутой и не влияет на IK1 

KT-5823, известный как ингибитор cGMP-зависимой протеинкиназы в 

пути sGC-cGMP-PKG, у нерастянутой клетки должен уменьшать 

фосфорилирование и, предположительно, вызывать увеличение тока, однако 

мы регистрировали уменьшение IL,ns. В основе этого противоречия лежат, 

вероятно, иные механизмы, связанные с отличиями не только в воротных 

механизмах каналов, но и в принципах их регуляции, например, в потенциал-

управляемых каналах или в каналах, активируемых растяжением. В 
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Рисунок 18. Влияние KT-5823 (1 мкмоль/л) и его комбинации со SNAP (200 

мкмоль/л) на I/V кривые позднего тока (IL) у нерастянутой клетки. А – Изменения IL в 

интактной клетке на фоне постоянной перфузии КТ-5823 в контроле (кружки), через 3 

мин (треугольники) и через 6 мин (квадраты). Б – изменение IL под действием КТ-5823 

при последующем добавлении в раствор SNAP. Синие кружки – контроль, красные 

треугольники – 6 мин перфузии клеток КТ-5823, зеленые квадраты – 3 мин перфузии 

после добавления раствора SNAP, перевернутые голубые треугольники – 6 мин со SNAP. 

Оригинальные кривые. В – Диаграмма изменения тока IL,ns(-80) у нерастянутой клетки при 

последовательном добавлении в раствор КТ-5823 и SNAP. Одинаковые буквы обозначают 

отсутствие достоверных различий между столбиками (p  0,05), разные – достоверные 

различия (p  0,05). n=6, m=4. 
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Рисунок 19. Влияние KT-5823 (1 мкмоль/л) и его комбинации со SNAP (200 

мкмоль/л) на активируемый растяжением катионный неселективный ток (IL,ns). А – 

Зависимость ISAC от потенциала у растянутой клетки (в контроле – синие кружки), после 

растяжения на 6 мкм (красные треугольники), через 3 мин (зеленые квадраты) и через 6 

мин (перевернутые голубые треугольники) постоянной перфузии КТ5823 на фоне 

растяжения. Б – Зависимость ISAC от потенциала у растянутой клетки (в контроле – синие 

кружки), после растяжения на 6 мкм (красные треугольники), через 6 мин постоянной 

перфузии КТ5823 (зеленые квадраты) и через 3 мин (перевернутые голубые треугольники) 

и 6 мин (пурпурные ромбы) перфузии после добавления к раствору SNAP на фоне 

продолжающегося растяжения. Оригинальные кривые. В – Диаграмма изменения тока 

IL,ns(-80) на фоне растяжения клетки при последовательном добавлении в раствор KT-5823 

и SNAP. Одинаковые буквы обозначают отсутствие достоверных различий между 

столбиками (p  0,05), разные – достоверные различия (p  0,05). n=5, m=4. 
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настоящее время показано, что многие ионные каналы проявляют 

механосенситивность и имеют соответствующий воротный механизм. К их 

числу относятся, например, TRPC1, TRPC5, и TRPC6 каналы, о которых 

также сообщалось,  как о механочувствительных (Kerstein et al., 2013; Gomis 

et al., 2008; Sharif-Naeini et al., 2008). При этом, на примере одного и того же 

механосенситивного канала TRPC6 показана возможность увеличения и 

уменьшения его проводимости при фосфорилировании. Показано, что 

фосфорилирование потенцирует проводимость канала. Модификация может 

происходить в исходном состоянии или после активации TRPC6 (Hisatsune et 

al., 2004; Shi et al., 2013). С другой стороны, было показано, что 

фосфорилирование негативно регулирует TRPC6 посредством пути  NO-

cGMP-PKG (Takahashi et al., 2008). Как показано (Dyachenko et al., 2009a; 

Dyachenko et al., 2009b), каналы TRPC6 являются наиболее вероятными 

кандидатами, обеспечивающими IL,ns и формирование ISAC кардиомиоцитов 

желудочков у мышей. В этих исследованиях авторы применили технологии 

растяжения изолированных кардиомиоцитов, которые мы описали в наших 

ранних работах (Kamkin et al., 2000; Kamkin et al., 2003)  и применяли в 

данном исследовании. Однако, как показано далее (раздел 3.10), в 

кардиомиоцитах желудочков крысы данный тип каналов не экспрессируется, 

так что, вероятно, сходными свойствами может обладать другой канал 

семейства TRP или Piezo. 

Отсутствие влияния KT-5823 на ток IK1 у нерастянутой клетки можно 

объяснить тем, что cGMP ингибирует его PKG-независимым образом. 

Подобный механизм регуляции данного тока был продемонстрирован, 

например, для Kir эндотелиальных клеток легочных сосудов (Shimoda et al., 

2002). 

В наших экспериментах добавление SNAP на фоне KT-5823 

существенно не влияет на токи.  



114 
 

На первый взгляд может показаться, что уменьшение Ins и ISAC и 

увеличение IK1 у растянутой клетки, вызванное блокированием PKG 

находится в противоречии с нашей гипотезой о ингибирующей роли NO-

sGC-cGMP-PKG пути, однако, есть работа, в которой показано, что 

активация тока через канал активируемый cGMP происходит еще 

эффективнее при заблокированной PKG, так как существует отрицательная 

обратная связь между количеством PKG и активацией sGC (Castro et al., 

2010). Так что есть серьезные основания предполагать, что основная роль в 

этом каскаде, в случае нашего исследования, отводится именно cGMP, а не 

PKG. 

 

3.6. Влияние 8Br-cGMP на механосенситивные токи в 

кардиомиоците 

В этой серии экспериментов кардиомиоциты перфузировали аналогом 

cGMP – 8-bromo-cGMP (8Br-cGMP) в концентрации 200 мкмоль/л, 

используемой обычно для изучения токов изолированных кардиомиоцитов 

(Koitabashi et al., 2010). 

 

3.6.1. Участие 8Br-cGMP в модуляции мембранных токов Ins и IK1 в 

K
+

in/K
+

out средах 

На рис.20А,В представлены I/V кривые IL тока в контроле в K
+

in/K
+

out 

среде и ее изменения при действии 8Br-cGMP через 3 мин и через 6 мин, а 

средние значения IL,8Br-cGMP, IK1 и I8Br-cGMP сведены в таблицу 15. Из 

представленных данных следует, что перфузия клеток раствором 8Br-cGMP 

через 3 мин уменьшала IK1 на уровне -45 мВ и увеличивала 
3
IL, 8Br-cGMP  на 

уровне -80 мВ. Через 6 мин величины 
6
IL,8Br-cGMP  не изменялись. При этом за 

время регистрации наблюдали смещение V0 в сторону деполяризации. Далее 

во времени изменений IL не было. Выходящий ток на уровне +40 мВ менялся 

незначительно.  
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В дальнейших экспериментах через 6 мин действия 8Br-cGMP в 

перфузионный раствор дополнительно вводили 200 мкмоль/л SNAP. На рис. 

20Б,В представлено изменение IL тока в контроле, через 6 мин перфузии 8Br-

cGMP  и еще через 3 и 6 мин после дополнительного введения SNAP. На 

фоне 8Br-cGMP введение SNAP через 3 и 6 мин не приводило к 

существенным изменениям IK1, но ингибировало вызванный 8Br-cGMP 

входящий катион неселективный ток, возвращая его к контрольным 

значениям. Применение SNAP снимало вызванную 8Br-cGMP 

деполяризацию (Таблица 15). Выходящие токи на уровне +40 мВ не 

менялись. 

Таким образом, под действием 8Br-cGMP в течение 6 мин происходило 

увеличение входящего катион неселективного тока и деполяризация V0, 

после чего изменений не наблюдали, а дальнейшее введение в префузионный 

раствор SNAP устраняло этот 8Br-cGMP-индуцированный ток. 

3.6.2. 8Br-cGMP уменьшает ISAC 

Как продемонстрировано на рисунке 21А растяжение клеток на 6 мкм 

вызывает индуцированное растяжением клеток смещение величины IK1 к 

более отрицательным значениям и увеличение IL,ns, значения которого и 

значения ISAC приведены в таблице 16. Показано характерное смещение V0 в 

сторону деполяризации. На фоне растяжения клетки введение 200 мкмоль/л 

8Br-cGMP уже через 3 мин вызывало восстановление до значений, близких к 

исходным IK1 и ISAC,8Br-cGMP на уровне -80 мВ, причем V0 также возвращался к 

исходным значениям. Эти изменения сохранялись и через 6 мин регистрации. 

В дальнейших экспериментах (Рис.21Б,В и таблица 17) на фоне 

растяжения клетки  через 6 мин действия 8Br-cGMP  регистрировали выше 

описанные изменения, после чего дополнительно вводили 200 мкмоль/л 

SNAP. Это приводило еще к большему ингибированию IL,ns,8Br-

cGMP+SNAP и, соответственно, к уменьшению ISAC,8Br-cGMP+SNAP при -

80 мВ, которое лостигало достоверных значений к 6 минуте. 



116 
 

 

Рисунок 20. Влияние 8Br-cGMP в концентрации 200 мкмоль/л и сочетание его со 

SNAP в концентрации 200 мкмоль/л на I/V кривую позднего тока (IL) нерастянутой 

клетки. A – изменения IL у интактной клетки на фоне ее постоянной перфузии 8Br-cGMP в 

контроле (синие круги), через 3 мин (красные треугольники) и через 6 мин (зеленые 

квадраты). Оригинальная кривая. Б – изменения IL под действием 8Br-cGMP с 

последующим добавлением в раствор SNAP. Синие круги – контроль, красные 

треугольники - 6 мин перфузии клетки с 8Br-cGMP, зеленые  квадраты – 3 мин перфузии 

после добавления в раствор SNAP, перевернутые голубые треугольники – 6 мин со SNAP. 

Оригинальная кривая. В – Диаграмма изменения тока IL,ns(-80) у нерастянутой клетки при 

последовательном добавлении в раствор 8Br-cGMP и SNAP. Одинаковые буквы 

обозначают отсутствие достоверных различий между столбиками (p  0,05), разные – 

достоверные различия (p  0,05). n=6, m=4. 
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Таким образом, 8Br-cGMP ингибировал индуцированный растяжением 

ток ISAC и частично устранял изменения IK1, а дополнительное введение 

SNAP на фоне продолжающегося растяжения клетки еще в большей степени 

ингибировало IL,ns так, что его значения становились близкими к исходным. 

 

Рисунок 21. Влияние 8Br-cGMP в концентрации 200 мкмоль/л и сочетание его со 

SNAP в концентрации 200 мкмоль/л на активируемый растяжением клетки катион 

несеслективный ток (IL,ns). А – изменения ISAC у растянутой клетки в контроле (синие 

круги), после растяжения на 6 мкм (красные треугольники), через 3 мин (зеленые 

квадраты) и через 6 мин (перевернутые голубые треугольники) постоянной перфузии 8Br-

cGMP на фоне растяжения (оригинальная кривая). Б – изменения ISAC у растянутой клетки 

в контроле (синие круги), после растяжения на 6 мкм (красные треугольники), через 6 мин 

постоянной перфузии 8Br-cGMP (зеленые квадраты) и через 3 мин (перевернутые голубые 

треугольники) и 6 мин (пурпурные ромбы) перфузии после добавления в раствор SNAP на 

фоне продолжающегося растяжения Оригинальная кривая. В – Диаграмма изменения тока 

IL,ns(-80) на фоне растяжения клетки при последовательном добавлении в раствор 8Br-

cGMP и SNAP. Одинаковые буквы обозначают отсутствие достоверных различий между 

столбиками (p  0,05), разные – достоверные различия (p  0,05). n=5, m=4. 
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Таблица 15. Амплитуда индуцированного 8Br-cGMP позднего тока через неселективные катионные каналы IL,8Br-cGMP, дифференциальный ток 

I8Br-cGMP, IL и дифференциальный ток после дополнительного введения SNAP (IL,8Br-cGMP +SNAP и I8Br-cGMP +SNAP, соответственно), описанная из I/V кривых 

позднего тока (IL) при -45, -80 и +40 мВ при 200 мкмоль/л 8Br-cGMP после 3 и 6 мин перфузии и последующего добавления SNAP на фоне 

продолжающейся перфузии 8Br-цГМФ. Поддерживаемый потенциал (Vhp) = -45 мВ. V0 - пересечение результирующей I/V кривой с осью потенциала при 

нулевом токе представляло собой потенциал нулевого тока, который соответствовал потенциалу покоящейся мембраны у клетки с нефиксированным 

потенциалом (от - 70 до - 80 мВ). K
+

in/K
+

out среда. Среднее значение ± SD, n = количество экспериментов (клеток), m = количество крыс. IL (нА) – 

измеренные из I/V кривых величины тока при указанных в таблице потенциалах.  Дифференциальные токи I8Br-cGMP и I8Br-cGMP+SNAP, которые возникают, 

когда значения IL смещаются в более отрицательное направление относительно контрольных значений, условно обозначаются знаком минус (-), а 

дифференциальные токи, когда значения IL,ns смещаются в более положительное направление, условно обозначаются знаком плюс (+). Одинаковые буквы 

в верхнем индексе значения обозначают отсутствие достоверных различий между столбиками в строке (p  0,05), разные – достоверные различия (p  

0,05). 

Наименов

ание 

V,  

(мВ) 

n m Контроль 8Br-cGMP 200 мкмоль/л, 3 мин 

перфузии 

8Br-cGMP 200 мкмоль/л, 6 мин перфузии 

V0 (мВ) IL (нА) V0 

(мВ) 

3
IL,8Br-cGMP 

(нА) 

3/C
I8Br-cGMP 

(нА) 

V0 (мВ) 
6
IL,8Br-cGMP 

(нА) 

6/C
I8Br-cGMP (нА) 

Колонки 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Ступеньк

и 

фиксаци 

потенциа

ла от Vh 

до 

-45 6 4 

-78±1
а
 

+0.290±0.04
а
 

70±1
б
 

+0.232±0.05
б
 (-)0.061±0.02 

69±1
б
 

+0.212±0.05
бв

 (-)0.088 ±0.02 

-80 6 4 -0.172±0.04
а
 -0.260±0.06

б
 (-)0.093±0.03 -0.300±0.06

б
 (-)0.135±0.05 

+40 6 4 +0.463±0.05
а
 +0.477±0.05

а
 (+)0.055±0.03 +0.478±0.05

а
 (+)0.056±0.04 

 

Продолжение 8Br-cGMP 200 мкмоль/л;  

SNAP, 200 мкмоль/л; 3 мин перфузии 

Продолжение 8Br-cGMP 200 мкмоль/л;  

SNAP, 200 мкмоль/л;  6 мин перфузии 

V0 

(мВ) 

3
IL,8Br-cGMP +SNAP 

(нА) 

3/C
I8Br-cGMP +SNAP 

(нА)
 

V0 (мВ)
 6

IL,8Br-cGMP +SNAP  

(нА)
 

6/C
I8Br-cGMP+SNAP 

(нА) 

 12 13 14 15 16 17 

78±1
а
 

+0.203±0.04
в
 (-)0.086±0.03  

78±1
а
 

+0.205±0.04
в
 (-)0.081±0.01 

-0.181±0.05
а
 (-)0.022±0.02 -0.170±0.0

а
 (+)0.016±0.03 

+0.460±0.04
а
 (-)0.027±0.04 +0.455±0.05

а
 (-)0.038±0.02 
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Таблица 16. Амплитуда тока через активированные растяжением неселективные катионные каналы IL,ns, дифференциальный ток через 

активированные растяжением каналы ISAC, IL,ns и ISAC после применения 8Br-cGMP (200 мкмоль/л) на фоне растяжения клеток (IL,ns,8Br-cGMP и ISAC,8Br-cGMP, 

соответственно) и после дополнительного применения SNAP (200 мкмоль/л) на фоне продолжающейся перфузии 8Br-cGMP (IL,ns,8Br-cGMP+SNAP и ISAC, 8Br-cGMP 

+SNAP, соответственно), описанные из I/V кривых позднего тока (IL) при -45, -80 и +40 мВ. Поддерживаемый потенциал (Vhp) = -45 мВ. V0 - пересечение 

результирующей I/V кривой с осью потенциала при нулевом токе представляло собой потенциал нулевого тока, который соответствовал потенциалу 

покоящейся мембраны неклямпированной клетки (от - 70 до - 80 мВ). K
+

in/K
+

out среда. Среднее значение ± SD, n = количество экспериментов (клеток), m 

= количество крыс. Дифференциальные токи ISAC, ISAC,8Br-cGMP и ISAC,8Br-cGMP+SNAP, которые возникают, когда значения IL,ns смещаются в более отрицательное 

направление относительно контрольных значений, условно обозначаются знаком минус (-), а дифференциальные токи, когда значения IL,ns смещаются в 

более положительное направление, условно обозначаются знаком плюс (+). Одинаковые буквы в верхнем индексе значения обозначают отсутствие 

достоверных различий между столбиками в строке (p  0,05), разные – достоверные различия (p  0,05). 

Наименован

ие 

V,  

(мВ) 

n m Контроль Растяжение 6 мкм Растяжение 6 мкм + 8Br-cGMP 200 мкмоль/л, 

перфузия - 6 мин 

V0 (мВ) IL (нА) V0 

(мВ) 

IL,ns (нА) ISAC (нА) V0 

(мВ) 

6
I L,ns,8Br-cGMP (нА) 

6/C
ISAC,8Br-cGMP (нА) 

Колонки 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Ступеньки 

фиксаци 

потенциала 

от Vh до 

-45 5 4 

-77±2
а
 

+0.218±0.05
а
 

-55±2
б
 

+0.102±0.03
б
 (-)0.149±0.02 

-75±2
а
 

+0.139±0.03
б
 (-)0.079±0.01 

-80 5 4 -0.084±0.02
а
 -0.173±0.04

б
 (-)0.122±0.02 -0.113±0.02

а
 (-)0.041±0.01 

+40 5 4 +0.389±0.02
а
 +0.421±0.01

а
 (+)0.036±0.02 +0.342±0.03

б
 (-)0.047±0.02 

 

Продолжение перфузии растянутой клетки с 8Br-cGMP 

200 мкмоль/л + SNAP 200 мкмоль/л, 3 мин 

Продолжение перфузии растянутой клетки с 8Br-cGMP 

200 мкмоль/л + SNAP, 200 мкмоль/л, 6 мин 

 

V0 (мВ) 
3
IL,ns,8Br-cGMP+SNAP (нА) 

3/C
ISAC,8Br-cGMP+SNAP (нА)

 
V0 (мВ)

 6
IL,ns,8Br-cGMP+SNAP 

(нА)
 

6/C
ISAC,8Br-cGMP+SNAP (нА) 

12 13 14 15 16 17 

-75±2
а
 

+0.135±0.03
б
 (-)0.094±0.01  

-77±2
а
 

+0.137±0.01
б
 (-)0.092±0.02 

-0.092±0.02
ав

 (-)0.037±0.01 -0.062±0.02
в
 (+)0.045±0.02 

+0.287±0.03
в
 (-)0.092±0.01 +0.275±0.03

в
 (-)0.104±0.01 
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Таблица 17. Амплитуда индуцированного аскорбиновой кислотой (АА) позднего тока через неселективные катионные каналы IL,AA, 

дифференциальный ток IAA, IL, и дифференциальный ток после дополнительного введения SNAP (IL,AA+SNAP, и IAA+SNAP, соответственно), описанная из 

I/V кривых позднего тока (IL) при -45, -80 и +40 мВ при применении 10 мкмоль/л аскорбиновой кислоты после 3 и 6 мин перфузии и последующего 

добавления SNAP на фоне продолжающейся перфузии аскорбиновой кислоты. Поддерживаемый потенциал (Vhp) = -45 мВ. V0 - пересечение 

результирующей I/V кривой с осью потенциала при нулевом токе представляло собой потенциал нулевого тока, который соответствовал потенциалу 

покоящейся мембраны у клетки с нефиксированным потенциалом (от - 70 до - 80 мВ). K
+

in/K
+

out среда. Среднее значение ± SD, n = количество 

экспериментов (клеток), m = количество крыс. IL (нА) – измеренные из I/V кривых величины тока при указанных в таблице потенциалах.  

Дифференциальные токи IAA и IAA+SNAP, которые возникают, когда значения IL смещаются в более отрицательное направление относительно 

контрольных значений, условно обозначаются знаком минус (-), а дифференциальные токи, когда значения IL,ns смещаются в более положительное 

направление, условно обозначаются знаком плюс. Одинаковые буквы в верхнем индексе значения обозначают отсутствие достоверных различий между 

столбиками в строке (p  0,05), разные – достоверные различия (p  0,05). 

Наименов

ание 

V,  

(мВ) 

n m Контроль AA 10 мкмоль/л, 3 мин перфузии AA 10 мкмоль/л, 6 мин перфузии 

V0 (мВ) IL (нА) V0 

(мВ) 

3
IL, AA (нА) 

3/C
IAA (нА) V0 (мВ) 

6
IL, AA (нА) 6/C

IAA (нА) 

Колонки 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Ступеньк

и 

фиксаци 

потенциа

ла от Vh 

до 

-45 7 4 

-76±1
а
 

+0.261±0.05
а
 

-75±3
а
 

+0.233±0.03
аб

 (-)0.036±0.005 

-77±4
а
 

+0.215±0.04
аб

 (-)0.054 ±0.01 

-80 7 4 -0.204±0.03
а
 -0.207±0.04

а
 (-)0.018±0.007 -0.203±0.05

а
 (-)0.012±0.004 

+40 7 4 +0.375±0.05
а
 +0.337±0.07

а
 (-)0.039±0.01 +0.322±0.07

а
 (-)0.065±0.01 

 

Продолжение AA 10 мкмоль/л;  

SNAP, 200 мкмоль/л; 3 мин перфузии 

Продолжение AA 10 мкмоль/л;  

SNAP, 200 мкмоль/л; 6 мин перфузии 

V0 

(мВ) 

3
IL,AA+SNAP (нА) 

3/C
IAA+SNAP (нА)

 V0 (мВ)
 6

IL,AA+SNAP (нА)
 6/C

IAA+SNAP (нА) 

12 13 14 15 16 17 

-77±4
а
 

+0.206±0.03
б
 (-)0.051±0.01  

-77±3
а
 

+0.207±0.03
б
 (-)0.046±0.003 

-0.152±0.03
аб

 (+)0.045±0.02 -0.135±0.03
б
 (+)0.063±0.05 

+0.323±0.06
а
 (-)0.105±0.02 +0.319±0.05

а
 (-)0.111±0.04 
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Таблица 18. Амплитуда тока через активированные растяжением неселективные катионные каналы IL,ns, дифференциальный ток через 

активированные растяжением каналы ISAC, IL,ns и ISAC после применения аскорбиновой кислоты (AA) (10 мкмоль/л) на фоне растяжения клеток (IL,ns,AA и 

ISAC,AA, соответственно) и после дополнительного введения в перфузионный растор SNAP (200 мкмоль/л) на фоне продолжающейся перфузии 

аскорбиновой кислоты (IL,ns,AA+SNAP и ISAC,AA+SNAP,, соответственно), описанные из I/V кривых позднего тока (IL) при -45, -80 и +40 мВ. Поддерживаемый 

потенциал (Vhp) = -45 мВ. V0 - пересечение результирующей I/V кривой с осью потенциала при нулевом токе представляло собой потенциал нулевого 

тока, который соответствовал потенциалу покоящейся мембраны неклямпированной клетки (от - 70 до - 80 мВ). K
+

in/K
+

out среда. Среднее значение ± SD, n 

= количество экспериментов (клеток), m = количество крыс. Дифференциальные токи ISAC, ISAC,AA и ISAC,AA+SNAP, которые возникают, когда значения IL,ns 

смещаются в более отрицательное направление относительно контрольных значений, условно обозначаются знаком минус (-), а дифференциальные токи, 

когда значения IL,ns смещаются в более положительное направление, условно обозначаются знаком плюс (+). Одинаковые буквы в верхнем индексе 

значения обозначают отсутствие достоверных различий между столбиками в строке (p  0,05), разные – достоверные различия (p  0,05). 

Наименование V,  

(мВ) 

n m Контроль Растяжение 6 мкм Растяжение 6 мкм + AA 10 мкмоль/л, 

перфузия - 6 мин 

V0 

(мВ) 

IL (нА) V0 

(мВ) 

IL,ns (нА) ISAC (нА) V0 

(мВ) 

6
I L,ns,AA (нА) 

6/C
ISAC,AA (нА) 

Колонки 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Ступеньки 

фиксаци 

потенциала от 

Vh до 

-45 5 4 

-77±1
а
 

+0.326±0.04
а
 

-55±2
б
 

+0.061±0.01
б
 (-)0.255±0.02 

-75±2
а
 

+0.270±0.02
в
 (-)0.052±0.01 

-80 5 4 -0.198±0.03
а
 -0.458±0.03

б
 (-)0.258±0.03 -0.200±0.03

а
 (-)0.003±0.01 

+40 5 4 +0.307±0.02
а
 +0.523±0.03

б
 (+)0.219±0.03 +0.319±0.04

а
 (+)0.017±0.01 

 

Продолжение перфузии растянутой клетки с 

AA 10 мкмоль/л + SNAP 200 мкмоль/л, 3 мин 

Продолжение перфузии растянутой клетки с AA 10 

мкмоль/л + SNAP, 200 мкмоль/л, 6 мин 

 

V0 

(мВ) 

3
IL,ns,AA+SNAP 

(нА) 

3/C
ISAC,AA+SNAP (нА)

 
V0 (мВ)

 6
IL,ns,AA+SNAP (нА)

 6/C
ISAC,AA+SNAP (нА) 

12 13 14 15 16 17 

-75±2
а
 

+0.295±0.03
ав

 (-)0.029±0.006  

-77±2
а
 

+0.306±0.03
ав

 (-)0.018±0.01 

-0.196±0.03
а
 (+)0.001±0.002 -0.190±0.02

а
 (+)0.007±0.002 

+0.310±0.03
а
 (-)0.002±0.003 +0.308±0.03

а
 (-)0.002±0.002 



 

122 
 

3.6.3. Причины ингибирования  IL,ns под дейстием 8Br-cGMP у 

нерастянутой клетки, но уменьшение ISAC у растянутой 

У нерастянутой клетки аналог cGMP, названный 8Br-cGMP, 

увеличивает входящий катион неселективный ток IL,ns на уровне -80 мВ, 

смещая V0 в сторону деполяризации. Как было показано выше наиболее 

вероятными кандидатами, обеспечивающими IL,ns и формирование ISAC в 

наших экспериментах являются канлы семейства TRP или Piezo, обладающие 

схожими свойствами с каналами TRPC6, экспрессируемыми в 

кардиомиоцитах желудочков мышей (Dyachenko et al., 2009a; Dyachenko et 

al., 2009b), для которых показана возможность увеличения и уменьшения их 

проводимости при фосфорилировании. По-видимому, эта особенность может 

быть связана с тем, что KT-5823 уменьшал IL,ns у нерастянутой клетки, а 8Br-

cGMP этот ток увеличивал. SNAP устраняет 8Br-cGMP-индуцированный ток, 

по аналогии с тем, как SNAP устраняет ISAC.  

Введение в перфузионный раствор 8Br-cGMP ингибирует 

индуцированный растяжением ток ISAC, как это и должно происходить за счет 

активации PKG. Интересно, что ингибирование тока касалось только ISAC, 

возникшего на фоне растяжения клетки. Таким образом, 8Br-cGMP оказывал 

характерное действие только на вызванный растяжением клеток ISAC, 

действуя противоположным образом на IL,ns, если он не был активирован 

растяжением клетки. При перфузии 8Br-cGMP на фоне растяжения клетки 

дополнительное введение SNAP еще в большей степени ингибировало IL,ns 

так, что его значения становились меньше исходных. Мы рассматриваем эту 

реакцию клетки, как типичную реакцию при ее растянутом состоянии и 

связываем либо с активацией дополнительного количества PKG, либо 

(скорее) с прямым действием 8-Br-cGMP на каналы, либо активацией какого-

то побочного продукта действия cGMP. Учитывая отсутсвие бифазного 

влияния 8Br-cGMP на ISAC, которое мы наблюдали в случае KT-5823 и 

связывали его с вероятной отрицательной обратной связью, оказываемую 

PKG на образование cGMP (Castro et al., 2010), мы склоняемся к версии, что 
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именно сам cGMP (либо его продукт отличный от PKG) принимает участие в 

ингибировании ISAC. 

 

3.7. Влияние аскорбиновой кислоты на механосенситивные токи 

в кардиомиоците 

В этой серии экспериментов проверяли альтернативный механизм 

модуляции входящего катион неселективного тока, в обход пути, 

активируемого рецептором, при котором NO непосредственно модифицирует 

свободные сульфгидрильные группы, индуцирует S-нитрозилирование и 

открывает ворота канала (Liu et al., 2020). Для выявления NO-

индуцированного S-нитрозилирования использовали ингибитор S-

нитрозилирования аскорбиновую кислоту (Ohtani et al., 2012), который более 

специфично ингибирует S-нитрозилирование, чем дитиотреитол и мало 

влияет на формирование дисульфидных мостиков. Применялись 

концентрации 1 и 10 мкмоль/л, однако отличий в эффекте при этих 

концентрациях не наблюдалось.  

 

3.7.1. Участие аскорбиновой кислоты в модуляции мембранных 

токов Ins и IK1 в K
+

in/K
+

out средах 

На рисунке 22А,В представлено изменение IL тока в контроле в 

K
+

in/K
+

out среде и его изменения при действии аскорбиновой кислоты через 3 

мин  и через 6 мин, а средние значения IL,AA, IK1 и IAA сведены в таблицу 17. 

Из представленных данных следует, что перфузия клеток раствором 

аскорбиновой кислоты через 3 и 6 мин практически не меняла ни форму N-

образной кривой, ни величины токов IK1, IL,AA или
 
IAA, ни V0 хотя мы 

регистрировали тенденцию к незначительному уменьшению этих токов 

(таблица 17). Данный феномен можно объяснить, приняв во внимание 

известный факт, что даже без механического воздействия на кардиомиоциты, 

за счет адгезии клетки к стеклу дна перфузионной камеры, небольшое – 
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фоновое количество SAC открыты и аскорбиновая кислота может 

ингибировать их S-нитрозилирование. 

В следующей серии через 6 мин действия аскорбиновой кислоты 

дополнительно вводили 200 мкмоль/л SNAP. На рис.22Б,В представлены I/V 

кривые IL тока в контроле, через 6 мин перфузии аскорбиновой кислотой и 

еще через 3 и 6 мин после дополнительного введения SNAP. Введение NO 

донора на фоне аскорбиновой кислоты через 3 минуты вызывает уменьшение 

величины IL,AA+SNAP и IAA+SNAP на уровне -80 мВ, которое достигает 

достоверных значений к 6 минуте, однако практически не затрагивает IK1 и 

выходящие токи на уровне +40 мВ (таблица 17).   

Таким образом, под действием аскорбиновой кислоты не происходило 

значимого изменение входящего катион неселективного тока, а дальнейшее 

добавление SNAP вызывало его ингибирование. 

3.7.2. Аскорбиновая кислота ингибирует ISAC 

Как продемонстрировано на рис.23А,В растяжение клеток на 6 мкм 

вызывает индуцированное растяжением клеток уменьшение IK1 и увеличение 

IL,ns, значения которого и значения ISAC приведены в таблице 18. При этом V0 

смещается в сторону деполяризации. На фоне растяжения клетки введение 10 

мкмоль/л аскорбиновой кислоты через 6 мин значения токов 
6
IL,ns,AA и 

6/C
ISAC,AA достигали исходных значений. Также IK1 и V0 возвращались в 

исходное  состояние. 

В дальнейших экспериментах (Рис.23Б,В и таблица 18) на фоне 

растяжения клетки через 6 мин действия аскорбиновой кислоты и 

регистрации устранения индуцированных растяжением токов, 

дополнительно вводили SNAP, который значимо не влиял на величины токов 

по сравнению с контрольными значениями. 



 

125 
 

 

Рисунок 22. Влияние аскорбиновой кислоты (10 мкмоль/л) и ее комбинации со SNAP (200 

мкмоль/л) на IL (оригинальная кривая). А –  изменение IL в интактной клетке на фоне 

постоянной перфузии аскорбиновой кислотой в контроле (синие кружки), через 3 мин 

(красные треугольники) и через 6 мин (зеленые квадраты). Б – изменение IL под действием 

аскорбиновой кислоты при последующем добавлении к раствору SNAP (оригинальная 

кривая). Синие кружки – контроль, красные треугольники – 6 мин перфузии клеток 

аскорбиновой кислотой, зеленые квадраты – 3 мин перфузии после добавления раствора 

SNAP, перевернутые голубые треугольники – 6 мин SNAP. В – Диаграмма изменения тока 

IL,ns(-80) у нерастянутой клетки при последовательном добавлении в раствор 

аскорбиновой кислоты (АК) и SNAP. Одинаковые буквы обозначают отсутствие 

достоверных различий между столбиками (p  0,05), разные – достоверные различия (p  

0,05). n=7, m=4. 
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Таким образом, наши результаты демонстрируют, что ингибитор S-

нитрозилирования – аскорбиновая кислота полностью устраняет ISAC, 

вызванный растяжением кардиомиоцита, а дополнительно введенный в среду 

SNAP не влияет на токи. 

 

Рисунок 23. Влияние аскорбиновой кислоты (10 мкмоль/л) и ее комбинации со 

SNAP (200 мкмоль/л) на IL у растянутой клетки. А – Изменения ISAC в растянутой клетке 

(оригинальная кривая). Контроль (синие кружки), после растяжения клетки на 6 мкм 

(красные треугольники), через 3 мин (зеленые квадраты) и через 6 мин (перевернутые 

голубые треугольники) постоянной перфузии аскорбиновой кислотой на фоне 

растяжения. Б – Изменения ISAC в растянутой клетке (оригинальная кривая). Контроль 

(синие кружки), после растяжения на 6 мкм (красные треугольники), через 6 мин 

постоянной перфузии аскорбиновой кислотой (зеленые квадраты) и через 6 мин 
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(пурпурные ромбы) перфузии после добавления к раствору SNAP на фоне 

продолжающегося растяжения. В – Диаграмма изменения тока IL,ns(-80) на фоне 

растяжения при последовательном добавлении в раствор аскорбиновой кислоты (АК) и 

SNAP. Одинаковые буквы обозначают отсутствие достоверных различий между 

столбиками (p  0,05), разные – достоверные различия (p  0,05). n=5, m=4. 

 

3.7.3. Почему ингибитор S-нитрозилирования SACs, аскорбиновая 

кислота устраняет ISAC 

За последние 10 лет не было ясно, за счет чего NO, является 

модулятором путей механотрансдукции в сердце: посредством прямого 

нитрозилирования или активации PKG. В совокупности, приведенные выше 

результаты этой работы, показали, что эндогенная продукция NO 

сердечными миоцитами на фоне их растяжения, вызывает прямую 

модуляцию работы SAC. Можно полагать, что результирующая продукция 

NO оказывает свое действие независимо от cGMP, скорее всего, посредством 

S-нитрозилирования. 

Это в большей степени подтверждают эксперименты, в которых у 

нерастянутой клетки ингибитор S-нитрозилирования – аскорбиновая кислота 

практически не менял входящий катион неселективный ток IL,ns, и 

дальнейшее добавление SNAP вызывало его ингибирование с первой 

минуты. В этом случае мы можем предположить, что отсутствие эффекта 

SNAP связано, прежде всего, с блокадой S-нитрозилирования. Более того, 

двухфазный эффект SNAP может быть вызван S-нитрозилированием SACs, в 

результате чего временно появляется SNAP-индуцированный ток, который 

блокируется Gd
3+

 и является аналогом ISAC. Во всяком случае, в основе этого 

тока лежит IL,ns. Эффект ингибирования IL,ns , возникающий через 3 – 5 мин 

после активации связан, по-видимому, с реализацией пути NO-sGC–cGMP–

PKG, и фосфорилированием SACs, что приводит к уменьшению их 

проводимости. Однако главное, что ингибитор S-нитрозилирования 

полностью устраняет ISAC, вызванный растяжением кардиомиоцита, а 
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дополнительно введенный в среду SNAP не влияет на IL,ns по сравнению с 

контролем. Очевидно, что полное устранение ISAC с помощью аскорбиновой 

кислоты можно объяснить, прежде всего, блокадой нитрозилирования SAC. 

В этом случае SNAP не может проявить свой активирующий эффект.  

NOS-производный NO оказывает различные эффекты. Например, NO 

может посттрансляционно модифицировать белки-мишени, прежде всего, за 

счет добавления нитрозогруппы к сульфгидрильной боковой цепи цистеина, 

что называется S-нитрозилированием (Kovacs et al., 2013). Такая 

модификация приводит к изменению функции целевого белка (Gonzalez et 

al., 2009). Эффекты прямой модификации белков – мишеней с помощью NO 

ограничены относительно коротким расстоянием диффузии молекулы. 

Следовательно, NO должен синтезироваться вблизи своих мишеней для 

передачи сигналов (т. е. путем S-нитрозилирования). Это также важно из-за 

его чрезвычайно короткого периода полураспада (микросекунды). В 

противном случае NO быстро удаляется миоглобином (Flogel et al., 2001) или 

окисляется до NO2. Клеточные молекулы-переносчики, такие как S-

нитрозоглютатион, опосредуют дальнодействующую передачу сигналов NO, 

действуя как переносчик и донор, перенося NO к более отдаленным мишеням 

(Such-Miquel et al., 2018). Функциональные свойства некоторых ионных 

каналов могут быть модифицированы NO, что может происходить путем 

добавления нитрозогруппы к тиолу (Gonzalez et al., 2009), например, к 

остатку цистеина. Такое нитрозилирование может усиливать активность 

канала или ингибировать ее, в зависимости от канала. В частности, 

существует несколько каналов, которые проявляют и механическую 

чувствительность и чувствительность к NO и модулируются им, например, 

потенциалуправляемый K
+
-канал-1.5 (KV1.5) (Nunez et al., 2006), 

потенциалуправляемый Ca
2+

-канал-1.2 (CaV1.2) (Campbell et al., 1996) и 

потенциалуправляемый Na
+
-канал-1.5 (NaV1.5) (Ueda et al., 2008). Некоторые 

ионные каналы, например, KV1.5, могут модулироваться NO посредством 
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прямого нитрозилирования и пути PKG (Nunez et al., 2006) (см. обзор 

(Kazanski et al., 2011; Makarenko et al., 2012)). 

 

3.8. Добавление L-Arginine не меняет IL ток  

Поскольку отсутствие или существенный недостаток количества L-

Arginine в клетке может изменить пути регуляции SACs, мы вводили в 

перфузионный раствор L-Arginine. Добавление L-Arginine в концентрации 50 

(Рис.24А) и 100 (Рис.24Б) мкмоль/л на протяжении 6 мин практически не 

меняло I/V кривые поздних токов IL у интактных клеток. При этом не 

менялась реакция на дополнительное введение в среду 200 ммоль/л SNAP 

(Рис.24В). В первые 3 мин SNAP увеличивал IL,ns, а затем уменьшал этот ток 

до значений, близких к контрольным. Также не менялась и реакция клеток на 

растяжение.  

 

 

Рисунок 24. Влияние L-аргинина и его комбинации со SNAP на I/V-кривые 

позднего тока IL. А – Изменения IL в интактной клетке на фоне ее постоянной перфузии L-

аргинином в концентрации 50 мкмоль/л в контроле (синие кружки), через 3 мин (красные 

треугольники) и через 6 мин (зеленые квадраты). Б – Изменения IL на фоне перфузии L-

Arginine в концентрации 100 мкмоль/л в контроле (синие кружки), через 3 мин (красные 

треугольники) и через 6 мин (зеленые квадраты). В – изменение IL под действием L-

Arginine в концентрации 50 мкмоль/л с последующим добавлением к раствору 200 

мкмоль/л SNAP. Синие кружки – контроль, красные треугольники – 6 мин перфузии 

клеток L-Arginine, зеленые квадраты – 3 мин перфузии после добавления в раствор SNAP, 

перевернутые голубые треугольники – 6 мин перфузии со SNAP. Оригинальные кривые. 
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Как известно, L-Arginine является субстратом для NOS при продукции 

NO. В отличие от некоторых других тканей, кардиомиоциты не способны 

синтезировать L-Arginine (как, например печень или почки) (Hattori et al., 

1995) или рециркулировать L-Arginine из цитруллина (как эндотелий) 

(Nagasaki et al., 1996). В сердечных миоцитах L-Arginine поступает из 

кровотока за счет функциональной системы – y
+
 катионных переносчиков 

аминокислот (Devés et Boyd, 1998; Ramachandran et Peluffo, 2017). Истощение 

L-Arginine приводит к разобщению NOS, и O2, а не L-Arginine становится 

конечным акцептором электронов, что приводит к образованию 

супероксидов. Активные формы кислорода – АФК (the reactive oxygen species 

– ROS) – супероксид (O2˙
-
), в сочетании с NO могут приводить к 

образованию активных форм азота –  АФА (the reactive nitrogen species – 

RNS) пероксинитрита (peroxynitrite – ONOO
-
) (Ramachandran et Peluffo, 

2017). Было показано, что пероксинитрит индуцирует SAC-подобные 

изменения мембранных токов в изолированных кардиомиоцитах желудочков 

(Dyachenko et al., 2009b). С одной стороны, образование пероксинитритов 

может вызывать активацию фосфолипаз и образование амфипатов, которые 

модулируют функцию канала, изменяя кривизну окружающего липидного 

бислоя. С другой стороны, пероксинитрит может напрямую воздействовать 

на SAC, как это показано для TRPC6 (Dyachenko et al., 2009b). Было 

обнаружено, что уменьшение концентрации L-Arginine ниже порогового 

значения (~100 мкмоль/л) прогрессивно увеличивало флуоресценцию, 

индуцированную ONOO
-
/O2˙. Эти результаты позволяют оценить уровни 

циркулирующего L-Arginine, ниже которых в сердечной мышце возникают 

вредные эффекты, опосредованные ROS/RNS (Ramachandran et Peluffo, 2017). 

L-Arginine ведет к увеличению входящего тока в кардиомиоцитах. Однако 

при физиологических концентрациях (~100 мкмоль/л) этот ток трудно 

выделить из фонового шума и он едва ли может влиять на 

электрофизиологические параметры (Peluffo, 2007). 
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Интересно, что фоновая продукция NO наблюдается и в отсутствие 

аппликации L-Arginine, что, вероятно, объясняется наличием внутреннего 

пула L-Arginine в кардиомиоците (Peluffo, 2007). Действительно, константы 

Михаэлиса для NOS по L-Arginine (Km для nNOS крысы по L-Arginine равна, 

по разным данным, 1,5 мкмоль/л (Bredt et Snyder, 1990) или 3,3 мкмоль/л 

(Schmidt et al., 1992), для eNOS у человека 1 мкмоль/л (Garvey et al., 1994)) 

подтверждают точку зрения о том, что для продукции NO достаточно 

микромолярных внутриклеточных концентраций L-Arginine.  

Поскольку отсутствие или существенный недостаток количества L-

Arginine может изменить пути регуляции SAC, L-Arginine вводили в 

перфузионный раствор в концентрации от 50 до 100 мкмоль/л. Добавление L-

Arginine практически не меняло I/V кривые поздних токов IL у интактных 

клеток. Также не менялась и реакция клеток на растяжение. Кроме того, в 

контрольных условиях всегда регистрировали стандартную I/V-кривую 

поздних токов IL. Эта кривая должна была бы изменить N-форму или форму 

части кривой, отражающей входящие катион неселективные токи, если бы 

наблюдалось отсутствие или недостаточный уровень L-Arginine, что 

запускает продукцию ROS/RNS в сердечных миоцитах. 

 

3.9. Другие способы активации IL,ns и модулирования SAC 

Стоит обратить внимание, что PKG может быть активирована не 

только cGMP, но и различными окислителями, например, reactive oxygen 

species (ROS) (Burgoyne et al., 2007). В случае такой активации PKG 

переходит в дисульфидную форму и меняет субстрат своего действия. В 

частности, она перестает фосфорилировать и, следовательно, снижать 

активность RhoA (белок семейства малых GTP-аз) (Prysyazhna et al., 2016). 

cGMP увеличивает долю фосфорилированой RhoA.    

Физиологическое растяжение быстро активирует восстановленную 

форму (reduced-form) nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) 
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oxidase 2 (NOX2) с образованием reactive oxygen species (ROS) (Prosser et al., 

2011). NOX2 and NOX4 являются наиболее экспрессируемыми изоформами 

NOX в кардиомиоцитах взрослых животных (Byrne et al., 2003). NOX2 и 

NOX4 формируют супероксиды (reactive oxygen species) они могут напрямую 

влиять на ICl,swell, а могут взаимодействовать с NO из NOS3, образовывать 

peroxynitrite, которые могут влиять на SAC через PLC и PLA2 (Dyachenko et 

al., 2009b). 

В целом это важно по двум причинам: во-первых, показано, что 

механическое растяжение кардиомиоцита может приводить к активации 

NADPH оксидазы-2 (NOX2), что ведет к увеличению реактивных форм 

кислорода и, как следствия, изменения редокс-состояния клетки (Prosser et 

al., 2011). Это может влиять на долю PKG активированной окислением, так 

как показано, что дисульфидное состояние PKG существует даже при 

нормальных условиях в клетке (Prysyazhna et al., 2016). Во-вторых, 

активаторы и ингибиторы sGC естественно влияют на концентрацию cGMP 

и, как следствие, могут влиять на баланс нормальной и дисульфидной формы 

PKG, особенно при измененном редокс-состоянии клетки.  

Одним из основных ограничений этого исследования была 

невозможность учесть тот факт, что физиологическое растяжение быстро 

активирует восстановленную форму NOX2 для продукции ROS (АФК) в 

процессе, зависящем от микротрубочек (X-ROS сигналинг) (Prosser et al., 

2011). Продукция ROS (АФК) происходит в мембранах сарколеммы и Т-

трубочек, где локализуется NOX2, и сенсибилизирует близлежащие 

рианодиновые рецепторы (RyR) в саркоплазматическом ретикулуме (SR). 

Мы полагаем, что происходит сближение между NOX2 и RyR, вместе с 

зависимой от растяжения «настройкой» RyR, и это обеспечивает 

механистическое объяснение механотрансдукции, связанной с X-ROS. 

Взаимосвязь между этими сигнальными путями и механизмами, связанными 

с sGC, вызванными растяжением, может быть особенно интересной и 



 

133 
 

заслуживает особого внимания. Исходя из всего вышеизложенного, 

выяснение молекулярного механизма данного процесса требует дальнейших 

исследований. 

 

3.10. Определение транскрипции генов катионнеселективных 

SAC кардиомиоцитов желудочков крыс 

Полученные нами результаты свидетельствуют о том, что вводимые 

нами вещества действуют на SAC, вместе с тем в литературе нет четкого 

понимания какие именно SAC, из числа известных на сегодняшний день, 

экспрессируются в кардиомиоцитах желудочков сердца крысы. 

Мы провели анализ транскрипции генов SAC в кардиомиоцитах 

желудочков сердца крыс и показали в них наличие значительного количества 

транскриптов для генов каналов TRPC1, TRPM7, PKD1/TRPP1, PKD2/TRPP2, 

TMEM63A, TMEM63B, TRPV2, Piezo1 (рис.25). В то же время транскрипты 

генов других известных SAC, таких как TRPC3, TRPC5, TRPC6, TRPV1, 

TRPV4, TRPM3, TRPA1, Piezo2 присутствуют в единичных количествах. 

 

Рисунок 25. Механоуправляемые каналы, гены, которых экспрессируются в 

кардиомиоцитах желудочков сердца крысы. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В предыдущих работах авторами было показано, что механическая 

стимуляция кардиомиоцитов желудочков сердца мыши в виде локального 

растяжения меняет мембранные токи IL,ns и IK1 за счет активации TRPC6 

каналов (IL,ns) или деактивации каналов Kir2.3 (IK1) (Dyachenko et al., 2009a; 

Dyachenko et al., 2009b). Однако мы продемонстрировали, что в 

кардиомиоцитах желудочков сердца крысы TRPC6 каналы не 

экспрессируются, так что IL,ns, очевидно, возникает в результате активации 

одного или нескольких SAC из числа экспрессируемых (TRPC1, TRPM7, 

PKD1/TRPP1, PKD2/TRPP2, TMEM63A, TMEM63B, TRPV2, Piezo1). Было 

показано, что токи, активируемые растяжением клетки, способствуют 

деполяризации мембраны и вызывают экстрасистолы (Kamkin et al., 2000; 

Kamkin et al, 2003). Поэтому оценка возможного вклада NO в регуляцию 

канальной активности SAC, включая NO-зависимый и NO-независимый пути 

активации sGC и S-нитрозилирования, представляется крайне важной для 

решения широкого спектра прикладных задач. S-нитрозилирование является 

важным компонентом реализации механизмов механоэлектрической 

обратной связи в сердце. Кроме того, ионные каналы кардиомиоцитов, 

которые служат для реализации электромеханического сопряжения, 

потенциально регулируются S-нитрозилированием. Сигналинг S-

нитрозилирования нарушается при патологических состояниях, при которых 

нарушается регуляция окислительно-восстановительного состояния клетки, 

включая ишемию, сердечную недостаточность, мерцательную аритмию и 

фибрилляцию (Gonzalez et al., 2009).  

На основании полученных данных и анализа литературы можно 

сделать вывод, что физиологическая концентрация NO в клетке является 

обязательным условием работы SAC, так как связывание NO (Kazanski et al., 

2011; Kazanski et al., 2010a), блокирование NOS (Kazanski et al., 2011; 

Dyachenko et al., 2009b; Kazanski et al., 2010a) или использование мышей 
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NOS3
-/-

 (Kazanski et al., 2011; Kazanski et al., 2010a) устраняло эффекты, 

вызванные растяжением клеток, или предотвращало их развитие (см. для 

обзора (Kazanski et al., 2011)). Повышение концентрации NO в результате 

экзогенного добавления доноров на фоне растяжения приводит к элиминации 

ISAC (Kazanski et al., 2011; Kazanski et al., 2010b). 

Экзогенный NO может включать не только NO-зависимый путь 

модуляции SAC, но и S-нитрозилирование SAC. В интактной клетке NO 

приводит к двухфазному эффекту: короткая фаза активации Gd
3+

-

сенситивного катион неселективного тока IL,ns и более длинная фаза 

ингибирования этого тока. Короткая фаза активации связана, вероятнее 

всего, с S-нитрозилованием SACs. А более длительная фаза ингибирования 

IL,ns может определяться NO-зависимым путем регуляции канальной 

активности, при котором фосфорилирование SACs снижает их 

проводимости. Ингибитор S-нитрозилирования – аскорбиновая кислота 

устраняет вызванную донором NO короткую фазу активации IL,ns, но 

сохраняет вторую фазу ингибирования IL,ns по NO-зависимому пути: NO-

sGC–cGMP–PKG. Более того, аскорбиновая кислота полностью устраняет 

ISAC, вызванный растяжением клетки, и в этих условиях экзогенный NO не 

приводит к возникновению первой фазы. 

Важно заметить, что доноры NO без растяжения клетки вызывают IL,ns, 

который эквивалентен ISAC, а на фоне растяжения клетки экзогенный NO 

устраняет ISAC. Активация NO-независимого sGC–cGMP–PKG пути с 

помощью BAY41-2272 не могла вызвать исходного S-нитрозилирования 

SACs поскольку отсутствовал экзогенный NO, и первичной активации IL,ns не 

было, но в результате активации PKG фосфорилирование SACs снижало IL,ns. 

Экзогенный NO на фоне активатора sGC BAY41-2272 вызывает 

ингибирование IL,ns, что, вероятно, объясняется дополнительной активацией 

sGC. BAY41-2272 устраняет ISAC, вероятно, вследствии активации PKG и 
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фосфорилирования SACs. Но SNAP на фоне растяжения не может еще 

больше увеличить ISAC.  

Блокатор sGC ODQ выключает sGC–cGMP–PKG путь и это приводит к 

ингибированию IL,ns. Однако, введенный в среду SNAP может вызывать S-

нитрозилирование SACs и индуцировать первую фазу – увеличение IL,ns. 

ODQ, блокируя sGC, уменьшает активность PKG и, следовательно 

фосфорилирование, однако IL,ns уменьшается, что связано, вероятно, с 

превращением ODQ в ингибитор NOS в результате метаболического 

преобразованием. ODQ устраняет также ISAC. Но, введенный на фоне 

растяжения дополнительно к ODQ SNAP, увеличивает ISAC, что может быть 

только в условиях недостатка NO в результате ингибирования NOS 

изменѐнным ODQ. 

Ингибитор PKG KT-5823 снижает активность PKG, уменьшает 

фосфорилирование SACs, но увеличивает количество cGMP по механизму 

отрицательной обратной связи, и, по-видимому, именно это ведет к 

устранению ISAC, а введение SNAP не влияет на IL,ns. 8Br-cGMP уменьшает 

ISAC, как это и должно происходить за счет активации cGMP-PKG и, 

следовательно, фосфорилирования или, что вероятнее, увеличении 

концентрации cGMP.  

Наконец, результаты нашего исследования демонстрируют 

существенный вклад S-нитрозилирования в регуляцию работы SACs. Вместе 

с тем sGC–cGMP–PKG путь также играет роль в работе SAC, но, по-

видимому, с некоторой временной задержкой. Несмотря на очевидный вклад 

двух этих путей в регуляцию работы механоуправляемых каналов и 

приведенные в обсуждении возможные варианты такой регуляции, 

необходимы дополнительные исследования, чтоб определить однозначную 

роль этих путей.  

Таким образом, убедительно показано значение оксида азота NO в 

регуляции механосенситивных токов и, как следствие, механоэлектрической 
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обратной связи, занимающей одно из ключевых мест в регуляции 

деятельности сердца в целом. Показана необходимость определенной 

концентрации NO в кардиомиоците для нормального функционирования 

механоэлектрической обратной связи. В то же время показана 

неоднозначность влияния NO на SAC. Связано это с обсуждаемой выше 

сложностью зависимости между регулируемой функцией и концентрацией 

NO, состоянием клетки, непосредственным фенотипом кардиомиоцита и т.п. 

Мы не исключаем также другие пути регуляции работы SAC в тех или иных 

условиях. 
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ВЫВОДЫ 

1. В отсутствии растяжения кардиомиоцитов в стандартной среде и в 

среде с блокированными калиевыми токами донор NO SNAP вызывает 

увеличение с последующим ингибированием позднего тока, 

отражающего активацию и инактивацию механоуправляемых каналов – 

SAC. В обеих средах неспецифический блокатор механоуправляемых 

каналов Gd
3+

 предотвращает или устраняет развитие NO 

индуцированного позднего тока. Растяжение клетки в обеих средах 

вызывает увеличение позднего тока за счет активации тока через 

механоуправляемые каналы ISAC, а введение в среду донора NO возвращает 

его к исходным значениям, таким образом, полностью устраняя ISAC.  

2. Стимулятор NO-независимого места связывания растворимой 

гуанилатциклазы, в отсутствии растяжения клеток уменьшает поздний ток, а 

дополнительное введение донора NO еще в большей степени уменьшает этот 

ток до его выхода на постоянный уровень. На фоне растяжения 

кардиомиоцитов, которое вызывает увеличение позднего тока за счет 

появления ISAC, BAY 41-2272 ингибирует этот ток, полностью устраняя, 

тем самым, ISAC, а дополнительное введение донора NO не приводит к 

значимым изменениям.  

3. Ингибитор растворимой гуанилатциклазы, в отсутствии 

растяжения клеток выраженно уменьшает поздний ток, а введение донора 

NO на его фоне увеличивает поздний ток до значений, существенно выше 

исходных. На фоне растяжения клеток, вызывающего увеличение 

позднего тока за счет появления ISAC, ODQ выраженно уменьшает 

поздний ток, устраняя, тем самым, ISAC, а дополнительное введение донора 

NO увеличивает поздний ток до исходных значений.   

4. В отсутствии растяжения клеток ингибитор cGMP-зависимой 

протеинкиназы KT5823 уменьшает поздний ток, а дополнительное введение 
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донора NO вызывает его временное увеличение до исходного уровня с 

последующим ингибированием. В то же время активатор cGMP-зависимой 

протеинкиназы 8Br-cGMP вызывает выраженное увеличение позднего тока, 

а дальнейшее добавление донора NO сразу уменьшает этот ток до исходных 

значений.  На фоне растяжения клеток KT5823 ингибирует поздний ток, 

устраняя ISAC, а введенный дополнительно донор NO не меняет его. 8Br-

cGMP также ингибирует поздний ток, уменьшая ISAC, а дополнительное 

введение донора NO еще в большей степени ингибирует поздний ток. 

5 Ингибитор S-нитрозилирования SAC – аскорбиновая кислота, в 

отсутствии растяжения клеток не вызывает изменений позднего тока, а 

дальнейшее добавление донора NO приводит к его ингибированию. На фоне 

растяжения клеток, которое вызывает увеличение позднего тока за счет 

появления ISAC, аскорбиновая кислота уменьшает этот поздний ток до 

исходных значений, полностью устраняя ISAC, а дополнительно введенный 

донор NO не вызывает изменений позднего тока по сравнению с контролем.  

6. Установлена двойная роль NO в регуляции механоэлектрической 

обратной связи – одного из ключевых факторов работы сердца в норме и при 

патологии. Определенный внутриклеточный уровень NO необходим для 

работы SAC, но увеличение его концентрации приводит к ингибированию их 

работы. В кардиомиоцитах желудочков сердца крысы экспрессируются гены 

белков каналов TRPC1, TRPM7, PKD1/TRPP1, PKD2/TRPP2, TMEM63A, 

TMEM63B, TRPV2, Piezo1, опосредующие изменение позднего тока при 

растяжении клеток, и являющиеся потенциальными молекулярными 

мишенями для NO. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

APD Action Potential Duration длительность потенциала 

действия 

BKCa Big Potassium Ca
2+

-activated cannels большие калиевые каналы 

активируемые Ca
2+

 

cGMP cyclic Guanosine Monophosphate циклический гуанозин 

монофосфат 

CICR Calcium Induced Calcium Release кальцийзависимое 

высвобождение кальция 

DAG Diacylglycerol диацилглицерол 

ERK Extracellular Signal-regulated Kinase внеклеточная 

сигналрегулируемая киназа 

FAK Focal Adhesion Kinase киназа фокальной адгезии 

IFN-γ Interferon-γ гамма-интерферон 

KB Kraftbrühe раствор «Крепкий бульон» 

LIM LIN-11, Isl-1 and MEC-3  

LTCC L-Type Calcium Current кальциевый ток L-типа 

MGCh Mechanical-gated Channel механоуправляемый канал 

NO Nitric Oxide (II) оксид азота (II) 

NOS NO-syntase NO-синтаза 

NS non-selective неселективный 

PI3K Phosphoinositide 3-kinase Фосфоинозитид 3-киназа 

PKG Proteine Kinase G протеинкиназа G 

PtdIns-3-OH  Phosphoinositide-3-OH kinase фосфоинозитид 3-OH киназа 

RhoA "Rat Sarcoma Virus" homolog family 

member A 

гомолог Ras A 

ROX Reactive Oxigen Species реактивные формы кислорода 

RNS Reactive Nitrogen Species реактивные формы азота 
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SAC Stretch Activated Channel канал активируемый 

растяжением 

SAKCa Stretch-activated K
+
 channel-calcium 

dependent 

активируемый растяжением K
+
 

канал зависимый от Ca
2+

 

sGC soluble Guanilate Cyclase растворимая гуанилатциклаза 

TRAAK TWIK-related arachidonic acid-

stimulated K
+
 channel 

относящийся к TWIK K
+
 канал 

стимулируемый арахидоновой 

кислотой 

TREK TWIK-Related K
+
 Channel каналы, относящиеся к TWIK 

TRP Transient Receptor Potential короткий рецепторный 

потенциал 

TWIK The Weakly Inward Rectifying K
+
 

Channel 

слабовыпрямляющие K-каналы 

МЭОС  Механоэлектрическая обратная 

связь 

ПД  Потенциал Действия 

ПП  Потенциал Покоя 

 

ЭМС  Электромеханическое 

сопряжение 
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