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Цель исследования – изучить вклад супероксидного радикала ( ) в механизмы
нарушения функциональной активности КV-каналов коронарных сосудов у
крыс с посттравматическим стрессовым расстройством (ПТСР). Исследование
выполнено на 117 беспородных белых крысах-самцах (Rattus, Muridae) массой
210–240 г. Для воспроизведения экспериментального аналога ПТСР использова-
ли модифицированную модель “имитации присутствия хищника” (контакт с
экскрементами кошек 10 дней по 15 мин ежедневно). О наличии ПТСР судили
по изменению поведения животных в тесте “Открытое поле”. Тонус коронарных
сосудов изучали на сердцах крыс, изолированных по методу Лангендорфа, пер-
фузируемых раствором Кребса–Хензелейта в условиях постоянного потока и со-
кращающихся в изотоническом режиме. Вклад  в регуляцию тонуса коронар-
ных сосудов изучали путем введения в перфузионный раствор “ловушки” су-
пероксидного радикала тирона (4,5-дигидрокси-1,3-бензолдисульфоновой
кислоты). Функциональную активность КV-каналов оценивали по степени приро-
ста коронарного перфузионного давления (КПД) при введении блокатора 4-ами-
нопиридина (4-АП). Для выяснения роли  в механизмах функционирования
КV-каналов изолированного сердца крыс в раствор для перфузии вводили тирон
и 4-АП. В сыворотке крови животных спектрофотометрическим методом опре-
деляли содержание диеновых коньюгатов, малонового диальдегида, активность
каталазы и супероксиддисмутазы, методом иммуноферментного анализа — кон-
центрацию С-реактивного белка и содержание интерлейкина 1β (ИЛ-1β). В изо-
лированных сердцах крыс с ПТСР при объемной скорости скорости коронарно-
го потока 10 мл/мин КПД было на 30% меньше, по сравнению с группой “Кон-
троль”. Под влиянием 4-АП КПД увеличивалось на 70% в группе контрольных
животных и на 24% в группе “ПТСР”. При добавлении тирона в группе “ПТСР”
КПД при объемной скорости коронарного потока 10 мл/мин было ниже на 52%
по сравнению с таковым в контроле. В группе “ПТСР + тирон + 4-АП” при-
рост КПД был сопоставим с таковым в сердцах группы “Контроль” под влия-
нием 4-АП и составлял 71.5%. В сыворотке крови крыс с ПТСР наблюдалось уве-
личение концентрации ИЛ-1β в 3 раза, С-реактивного белка в 1.6 раза, диеновых
коньюгатов в 3.3 раза и малонового диальдегида в 3.6 раза при уменьшении ак-
тивности супероксиддисмутазы и каталазы на 27 и 59% соответственно по срав-
нению с контролем. В результате проведенных исследований установлено, что
при ПТСР снижается функциональная активность КV-каналов коронарных со-
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судов, причем одним из важных механизмов такой “каналопатии” может быть
гиперпродукция , которая является результатом развития окислительного
стресса.

Ключевые слова: ионный канал, тонус сосудов, супероксидный радикал, посттрав-
матическое стрессовое расстройство
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Посттравматическое стрессовое расстройство (ПТСР) представляет собой се-
рьезный и часто инвалидизирующий синдром, развивающийся в ответ на стрессо-
вое событие угрожающего или катастрофического характера. У многих пациентов,
у которых изначально развивается это расстройство, впоследствии оно переходит в
хроническую форму заболевания, которая в некоторых случаях может длиться
много лет и сопровождаться соматическими расстройствами, среди которых – по-
ражение сердечно-сосудистой системы. Аналоги ПТСР описаны и у животных, по-
этому они могут быть использованы в качестве объекта исследования этого рас-
стройства для понимания патогенеза симптомов, обусловленных ПТСР, и разра-
ботки новых подходов к его лечению [1].

Как в остром, так и в отдаленном периодах ПТСР нередко развиваются ишеми-
ческие повреждения миокарда, обусловленные коронароспазмом. Одним из его
механизмов может быть нарушение функционирования потенциалзависимых ка-
лиевых каналов (КV-каналов) клеток коронарных сосудов. КV-каналы образуют са-
мое большое семейство калиевых каналов, которые кодируются у человека 40 гена-
ми [2]. Функционально KV-каналы представляют собой гомо- или гетеротетрамер-
ные комплексы, состоящие из шести трансмембранных доменов (S1–S6) и
порообразующих α-субъединиц [3]. Положительно заряженные аминокислоты в
трансмембранном домене S4 реагируют на изменения мембранного потенциала и
служат в качестве потенциалзависимого “сенсора” в этом канале [4, 5]. N-конце-
вой домен канала содержит цистеиновые аминокислотные остатки, которые могут
образовывать дисульфидные мостики с другой тиоловой группой данного белка и
тем самым изменять его конформацию, что может приводить к нарушению функ-
циональной активности KV-каналов [6]. При действии активных форм кислорода
(АФК) сам цистеин может быть окислен до сульфеновой, сульфиновой или суль-
фоновой кислоты [7]. Деполяризация мембраны клеток сопровождается открыти-
ем KV-каналов, что приводит к выходу ионов K+ через эти каналы по концентраци-
онному градиенту, далее к гиперполяризации мембраны и, в конечном счете, к
расширению сосудов. Модуляция активности этих каналов осуществляется как ва-
зоконстрикторами, так и вазодилататорами [8]. Доказано, что низкие концентра-
ции активных форм кислорода способны активировать КV-каналы, расположен-
ные в гладкомышечных клетках сосудов, а высокие – подавлять активность этих
каналов, это наблюдается, например, при гипергликемии и сахарном диабете [9].
На изолированных сердцах мыши, сокращавшихся в изометрическом режиме при
постоянном потоке, было показано, что блокатор 4-аминопиридина (4-АП) при-
водит к увеличению развиваемого внутрижелудочкового давления. Такое влияние
4-АП авторы объясняют его действием на калиевые каналы, определяющие фазу
реполяризации потенциала действия кардиомиоцитов. Предполагают, что более
медленная скорость реполяризации во время фазы 1 потенциала действия кардио-
миоцитов в присутствии 4-AП приводит к увеличению амплитуды и продолжи-
тельности тока Ca2+ через каналы L-типа [10], что потенциально может сопровож-
даться увеличением образования в митохондриях метаболитов с сосудорасширяю-
щим действием. Учитывая этот факт, для минимизации влияния 4-АП на
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сократительную функцию миокарда тонус коронарных сосудов изучали на изоли-
рованных сердцах крыс, сокращающихся в изотоническом режиме (без введения в
левый желудочек латексного баллончика постоянного объема).

Ранее нами было показано, что ПТСР приводит к снижению функциональной
активности КV-каналов [11], однако механизмы нарушения функции этих каналов
изучены недостаточно.

В связи с этим, цель исследования – изучить вклад супероксидного радикала в
механизмы нарушения функциональной активности КV-каналов коронарных со-
судов у крыс с ПТСР.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проводили на 117 беспородных крысах-самцах (Rattus, Muridae)
массой 210–240 г, разделенных по группам “Контроль” (n = 46) и посттравматиче-
ское стрессовое расстройство (“ПТСР”) (n = 39). Последняя группа была сформи-
рована из экспериментальных животных (n = 71), в клетках которых имитировали
присутствие хищника. Все животные находились в стандартных условиях вивария
(12-часовой световой режим, температура 20 ± 2°С, влажность 40–60%), получали
стандартный рацион и имели свободный доступ к воде. Все экспериментальные
исследования были выполнены в первой половине дня. Для воспроизведения экс-
периментального аналога ПТСР у крыс использовали модифицированную модель
“имитации присутствия хищника”, которая в настоящее время считается адекват-
ной моделью ПТСР [12]. Присутствие хищника имитировали путем помещения
экскрементов кошек в клетки животных на 15 мин в течение 10 дней, в разное вре-
мя суток. Следующие 14 дней крысы не подвергались действию стрессора [13]. По-
веденческая и исследовательская активность крыс в тесте “Открытое поле” были
отслежены и записаны с помощью видео-системы SMART с последующим анали-
зом изучаемых показателей с помощью программного обеспечения SMART 3.0.
Признаки ПТСР наблюдались у 55% крыс (таким образом, в эксперименте на изо-
лированном сердце использовалось 20 животных, для биохимического исследова-
ния – 19), в клетках которых имитировали присутствие хищника. У крыс с ПТСР
обнаружили снижение исследовательской активности и повышение тревожности
(уменьшение количества вертикальных стоек на 50%, увеличение времени замира-
ния на 60% и увеличение времени пребывания их в периферической зоне поля на
19%), а также сокращение времени удержания на валике ротарода на 76%, что сви-
детельствует о нарушении их моторно-координационных функций. Сокращение
времени ответной реакции при воздействии на хвост луча от галогеновой лампы у
крыс с ПТСР свидетельствует об увеличении их болевой чувствительности. Адек-
ватность используемой модели ПТСР подтверждается и изменением массы стресс-
реагирующих органов: снижением относительной массы селезенки на 15.4% и уве-
личением относительной массы надпочечников на 54% (табл. 1).

Животных с признаками ПТСР наркотизировали уретаном (0.1 г/100 г массы те-
ла, внутрибрюшинно). После этого вскрывали брюшную полость, пересекали диа-
фрагму и с двух сторон по реберным углам делали 2 разреза, предварительно нало-
жив зажимы Кохера. Переднюю стенку грудной полости отбрасывали к голове;
пинцетом захватывали сосудистый пучок сердца и одним движением ножниц его
пересекали. Выделенное сердце останавливали в течение нескольких секунд погру-
жением в чашку Петри с охлажденным до 0°С изотоническим раствором. В аорту
вводили металлическую канюлю, соединенную с системой перфузии коронарных
сосудов.

Тонус коронарных сосудов изучали на изолированных по методу Лангендорфа
сердцах, сокращающихся в изотоническом режиме в условиях постоянной объем-
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ной скорости коронарного потока (ОСКП). Эксперимент проводили в два этапа.
На первом – сердца перфузировали раствором Кребса–Хензелайта стандартного
состава (мМ): NaCl – 118.0, KCl – 4.8, NaHCO3 – 25.0, CaCl2 – 2.5, KH2PO4 – 1.2,
MgSO4 – 1.18, глюкоза – 5.5, насыщенным карбогеном (95% О2 и 5% СО2); pH рас-
твора составлял 7.3–7.4 при температуре 37°С. На втором этапе в раствор для пер-
фузии добавляли один из блокаторов либо 4-АП, либо тирон, или их сочетание.
Для перфузии сердца использовали установку для изолированных органов мелких
лабораторных животных IH-SR типа 844/1 (HSE-HA, Германия), оборудованную
датчиками для измерения аортального давления (Isotec pressure transducer). Ком-
пьютерную регистрацию и обработку результатов измерения коронарного перфу-
зионного давления (КПД) при ОСКП, составлявшей 6, 8, 10 и 15 мл/мин, осу-
ществляли при помощи программного обеспечения ACAD (HSE, Германия). Для
изучения роли супероксидного радикала в регуляции тонуса коронарных сосудов
использовали его “химическую ловушку” – 4,5-дигидрокси-1,3-бензолдисульфо-
новую кислоту (тирон, Sigma, США), который добавляли в раствор для перфузии
изолированного сердца в концентрации 10 мМ. Функциональную активность по-
тенциал-зависимых калиевых каналов (КV-каналов) оценивали по степени приро-
ста КПД (после повышения КПД рассчитывали процент его прироста от исходной
величины) в ответ на введение в перфузионный раствор 4-АП, 1.5 мМ, Sigma,
США), который добавляли в раствор при ОСКП 10 мл/мин, что соответствует диа-
пазону значений хорошо выраженной ауторегуляции коронарного потока [14]. Под
термином “функциональная активность” калиевых каналов понимают вклад этих
каналов в поддержание базального тонуса коронарных сосудов, который устраня-
ется введением блокатора этих каналов 4-АП. В этих условиях косвенно мы можем
судить о функциональной активности исследуемых каналов (чем больше корона-
роконстрикторный эффект 4-АП, тем больше вклад KV-каналов, напротив, сниже-
ние коронароконстрикторного эффекта под влиянием 4-АП указывает на сниже-
ние функциональной активности KV-каналов) [15]. Для выяснения роли супероксид-
ного радикала в механизмах функционирования КV-каналов изолированного сердца
экспериментальных животных в раствор для перфузии вводили тирон и 4-АП.

В сыворотке крови экспериментальных животных спектрофотометрическим ме-
тодом определяли содержание диеновых конъюгатов (ДК) [16], малонового диаль-
дегида (МДА) [17], активность каталазы (КАТ) [18] и супероксиддисмутазы (СОД)
[19]. Методом иммуноферментного анализа в сыворотке крови определяли кон-
центрацию С-реактивного белка, используя диагностический набор (Elabscience
Rat hs-CRP (high-sensitivity C-Reactive Protein) ELISA Kit Catalog No: E-EL-R3002 с
минимальной определяемой концентрацией вещества 4.69 пг/мл) и содержание
интерлейкина 1β (ИЛ-1β) с помощью набора Elabscience Rat IL-1β (Interleukin
1 Beta) ELISA Kit Catalog No: E-EL-R0012 с минимальной определяемой концен-
трацией вещества 18.75 пг/мл.

Таблица 1. Масса стресс-реагирующих органов у экспериментальных животных

Показатели представлены в виде медианы, 25-го и 75-го процентилей; * р < 0.05.

Группы экспериментальных животных

контроль ПТСР

Масса селезенки на 100 г массы тела 0.337 ± 0.050
(0.293; 0.365)

0.285 ± 0.020*
(0.280; 0.292)

Масса надпочечников на 100 г массы тела 0.015 ± 0.002
(0.015; 0.017)

0.024 ± 0.003*
(0.022; 0.026)
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Статистическую обработку данных проводили с помощью программы Statistica 10.0
(StatSoftinc., STA999K347156-W) и MS Excel. Величины количественных показате-
лей в экспериментальных группах представляли в виде медианы (Ме), интерквар-
тильного интервала [25%; 75%]. Проверку отклонения распределения вероятностей от
нормального среди изучаемых признаков проводили с помощью критерия Шапиро–
Уилка. Выбор непараметрических статистических методов обработки данных был обу-
словлен малыми размерами выборок (экспериментальных групп) и распределением
данных, отличным от нормального. При сравнении независимых количественных
и качественных признаков в двух группах использовали непараметрический крите-
рий U Манна–Уитни, для одновременных сравнений 3 и более переменных при-
менили непараметрический аналог ANOVA (ранговый однофакторный анализ
Краскела–Уоллиса). Проверку статистических гипотез выполняли при критиче-
ском уровне значимости 5% (p < 0.05) [20].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Ступенчатое повышение объемной скорости коронарного потока от 6 до 8, за-
тем до 10 и до 15 мл/мин приводило к закономерному увеличению коронарного
перфузионного давления в сердцах животных группы “Контроль” и составило:
30.0 (24.7; 30.2); 36.5 (35.2; 48.2); 79.5 (78.7; 86.5); 119.0 (113.7; 123.2) мм рт. ст. соот-
ветственно. В сердцах крыс с посттравматическим стрессовым расстройством
(группа “ПТСР”) повышение ОСКП в диапазоне от 6 до 15 мл/мин также приводило
к повышению коронарного перфузионного давления. Однако значения КПД в серд-
цах группы “ПТСР” были ниже, чем в сердцах группы “Контроль”: при ОСКП
10 мл/мин – на 30%, а при ОСКП 15 мл/мин – на 8% (рис. 1a). Таким образом, в
сердцах животных с ПТРС наблюдалось снижение тонуса коронарных сосудов.

Перфузия сердец группы “Контроль” раствором с “ловушкой” супероксидного
радикала тироном (“Контроль + тирон”) также сопровождалась закономерным
приростом КПД при повышении ОСКП от 6 до 15 мл/мин. Однако КПД при
ОСКП 10 и 15 мл/мин было меньше на 46 и 36% соответственно, чем в контроле
при аналогичных уровнях (рис. 1b). Этот факт указывает на то, что супероксидный
радикал, постоянно образующийся в гладкомышечных клетках и эндотелиоцитах
коронарных сосудов в физиологических условиях, играет важную роль в механиз-
мах, обеспечивающих поддержание должного тонуса сосудов сердца, а устранение

действия  сопровождается снижением тонуса коронарных сосудов.

При перфузии сердец крыс группы “ПТСР” с добавлением в раствор тирона
(“ПТСР + тирон”) КПД закономерно вырастало при увеличении ОСКП от 6 до
15 мл/мин. Однако значения КПД при всех уровнях ОСКП были снижены на 20,
18, 52 и 51% по сравнению с аналогичными уровнями ОСКП в контроле, что сви-
детельствовало о снижении тонуса коронарных сосудов в группе “ПТСР + тирон”
(рис. 1c). Показатели КПД группы “ПТСР + тирон”, в сравнении с группой
“ПТСР”, при ОСКП 8, 10, 15 мл/мин были ниже на 25, 32 и 46% соответственно,
как и в сравнении с группой “Контроль + тирон”, при аналогичных уровнях
ОСКП на 10, 12, 23% соответственно (рис. 1с). Вероятно, увеличение вазодилати-
рующего эффекта тирона на коронарные сосуды сердец (и, как следствие, сниже-
ние тонуса сосудов), выделенных из организмов животных с ПТСР, может свиде-
тельствовать об увеличении продукции супероксидного радикала в клетках коро-
нарных сосудов в этих условиях. Пример оригинальных записей показателей
датчика для измерения коронарного перфузионного давления представлен на рис. 2.
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Вклад супероксидного радикала  в механизмы регуляции функциональной 
активности КV-каналов коронарных сосудов изолированного сердца

контрольных животных и крыс с ПТСР
Добавление в раствор для перфузии изолированных сердец контрольной группы

животных блокатора КV-каналов 4-АП (“Контроль + 4-АП”) при ОСКП 10 мл/мин
сопровождалось увеличением коронарного перфузионного давления до 143.0 (135.0;
146.0) мм рт. ст., т.е. прирост КПД составлял 70% (табл. 2). Таким образом, КV-ка-
налы вносят большой вклад в механизмы поддержания базального тонуса коронар-
ных сосудов контрольных животных в физиологических условиях, а их активация
противостоит коронароконстрикции.

При совместном использовании 4-АП и тирона в группе “Контроль” (“Кон-
троль + тирон + 4-АП”) выраженность прироста КПД статистически значимо не
отличалась от соответствующего прироста в группе “Контроль + 4-АП” и состав-
ляла 89% (рис. 2). Следовательно, образующиеся в физиологических условиях су-
пероксидный радикал не изменяет функциональную активность КV-каналов кле-
ток коронарных сосудов.

Добавление в раствор, которым перфузировали сердца группы “ПТСР”, блока-
тора КV-каналов 4-АП (“ПТСР + 4-АП”) при ОСКП 10 мл/мин приводило к не-
значительному повышению КПД, которое было на 54.2% ниже такового в группе
“Контроль + 4-АП” (табл. 2). Прирост коронарного перфузионного давления в от-

−
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Рис. 1. (а, b, с) – Динамика изменения коронарного перфузионного давления (КПД) в изолированных
сердцах крыс при ступенчатом увеличении объемной скорости коронарного потока (ОСКП) и при вве-
дении тирона в перфузионный раствор.
Обозначения: по оси абсцисс: Coronary perfusion pressure, mm Hg – коронарное перфузионное давление
в мм рт. ст. По оси ординат: Coronary f low, mL/min – объемная скорость коронарного потока (ОСКП) в
мл/мин. * – р < 0.05, по сравнению с группой “Контроль”; # – р < 0.05, по сравнению с группой

“ПТСР”; Т – р < 0.05, по сравнению с группой “Тирон”. m – “Контроль”, r – “ПТСР”, d – “Тирон”,
j – группа “ПТСР + тирон”.
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вет на интракоронарное введение 4-АП составлял всего 23% против 70% в контроле
(рис. 3). Следовательно, посттравматическое стрессовое расстройство приводило к
снижению функциональной активности КV-каналов клеток коронарных сосудов,
что выражалось в уменьшении коронароконстрикторного действия блокатора этих
каналов 4-АП.

Блокада КV-каналов коронарных сосудов крыс группы “ПТСР” при одновре-
менном использовании тирона и 4-АП (“ПТСР + тирон + 4-АП”) приводила к уве-

Рис. 2. Репрезентативные примеры оригинальных записей коронарнго перфузионного давления в экспе-
риментальных группах. (а) “Контроль”, (b) “ПТСР”, (c) “Тирон”, (d) “ПТСР + Тирон”. Обозначения:
CF – объемная скорость коронарного потока; AP – коронарное перфузионное давление.
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Таблица 2. Динамика изменения коронарного перфузионного давления (КПД) в изолирован-
ных сердцах крыс при введении 4-аминопиридина (4-АП) и тирона в перфузионный раствор

ОСКП – объемная скорость коронарного потока; КПД – коронарное перфузионное давление; * р < 0.05 – по
сравнению с группой “Контроль”; # р < 0.05 – по сравнению с группой “ПТСР”; Т р < 0.05 по сравнению
с группой “Контроль + тирон”.

ОСКП, 
мл/мин

КПД, мм рт. ст.

группа
контроль

n = 12

группа
контроль + тирон

n = 15

группа
ПТСР
n = 10

группа
ПТСР + тирон

n = 10

10 79.5
(78.7; 86.5)

43.0*
(38.0; 57.0)

56.0*
(42.0; 67.2)

38.0*# Т
(35.2; 38.0)

10 + 4-АП 143.0
(135.2; 146.7)

94.0*
(74.0; 109.5)

65.5*
(64.0; 86.0)

70.0*
(58.0; 82.7)

% КПД 70.0
(62.5; 83.5)

89.0
(78.0; 141.0)

23.0*
(14.3; 32.5)

71.5
(51.2; 100.0)
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личению КПД при ОСКП 10 мл/мин в той же степени, что и при перфузии сердец
животных с ПТСР блокатором 4-АП (“ПТСР + 4-АП”) при аналогичном уровне
ОСКП (табл. 2). Прирост коронарного перфузионного давления у крыс с ПТСР в
условиях совместной блокады КV-каналов и применения “ловушки” супероксид-
ного радикала был сопоставим с таковым в сердцах группы “Контроль” под влия-
нием 4-АП и составлял 71.5% (рис. 3, для сравнения, прирост КПД у животных
группы “ПТСР + 4-АП” – 23%). Таким образом, можно предположить, что избы-
точная продукция супероксидного радикала в клетках коронарных сосудов крыс с
ПТСР может быть одним из механизмов постстрессорного нарушения функцио-
нальной активности КV-каналов коронарных сосудов в этих условиях.

В сыворотке крови животных с ПТСР определялось увеличение концентрации
диеновых конъюгатов и малонового диальдегида в 3.3 и 3.6 раза соответственно в
сравнении с показателями контрольной группы животных (рис. 4a, 4b).

Увеличение концентрации продуктов перекисного окисления липидов сочета-
лось с уменьшением активности СОД и КАТ в крови на 27 и 59% соответственно
(рис. 4c, 4d). Кроме того, в крови увеличивались концентрации С-реактивного
белка в 1.6 раза от 2.55 (2.54; 3.57) до 4.25 (3.57; 4.92), р < 0.05) и ИЛ-1β в 3 раза (от
1.71 (1.43; 2.38) до 5.34 (2.29; 6.76), р < 0.05) по сравнению с контрольными значе-
ниями.

Рис. 3. Изменения коронарного перфузионного давления (КПД) (в %) изолированного сердца живот-
ных с посттравматическим стрессовым расстройством (ПТСР) в ответ на введение в перфузионный
раствор 4,5-дигидрокси-1,3-бензолдисульфоновой кислоты (тирона), 4-аминопиридина (4-АП) или их
сочетания. Обозначения: Change in coronary perfusion pressure, % – процент прироста коронарного пер-
фузионного давления; 4-AP – 4-аминопиридин; Control – контрольная группа животных; PTSD – жи-
вотные с посттравматическим стрессовым расстройством; Tiron – 4,5-дигидрокси-1,3-бензолдисульфо-
новая кислота (тирон). *– p < 0.05 по сравнению с группой “Control + 4AP”.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Перфузия сердец, выделенных из организмов контрольных животных, раство-
ром с “химической ловушкой” супероксидного радикала тироном приводила к
меньшему приросту КПД при ОСКП 10 мл/мин, чем в контроле, при аналогичном
уровне ОСКП. Этот факт указывает на то, что супероксидный радикал, постоянно
образующийся в гладкомышечных клетках и эндотелиоцитах коронарных сосудов
в физиологических условиях, играет важную роль в механизмах, обеспечивающих
поддержание должного базального тонуса сосудов сердца, а устранение действия

 сопровождается снижением тонуса коронарных сосудов. Известно, что дей-
ствие тирона в качестве антиоксиданта комплексное: помимо его способности вы-

−
2O

Рис. 4. (а) – Изменение концентрации диеновых коньюгатов (ДК, мкмоль/г липидов); (b) малонового
диальдегида (МДА, мкмоль/г белка); (с) – активности супероксиддисмутазы (U/л); (d) – активности
каталазы (U/л) в сыворотке крови экспериментальных животных. Обозначения: по оси абсцисс – Con-
trol – группа “Контроль”; PTSD – группа “ПТСР”; по оси ординат – концентрация вещества: Diene
conjugates, μmol/g lipids - концентрации диеновых коньюгатов, мкмоль/г липидов; Malondialdehyde,
μmol/g protein - малоновый диальдегид, мкмоль/г белка; Superoxide dismutase, U/l – супероксиддисму-
таза, U/л; Catalase, U/l – каталаза, U/л; статистические значимые различия p < 0.001.
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ступать в роли скавенджера NO, тирон подавляет образование  в электронно-
транспортном комплексе митохондрий, является хелатором железа, увеличивает
содержание восстановленного глутатиона, а также снижает активность индуци-
бельной NO-синтазы, экспрессию ядерного фактора транскрипции NF-κB и фак-
тора некроза опухоли альфа (TNF-α), что косвенно может влиять на образование
и/или биодоступность NO [21]. Однако в наших ранее опубликованных работах
показано, что действие тирона в коронарных сосудах как контрольных крыс, так и
крыс, перенесших стресс, не обусловлено изменением продукции оксида азота [22].

В наших исследованиях установлено, что в сердцах контрольной группы жи-
вотных потенциалзависимые калиевые каналы играют важную роль в регуляции
тонуса коронарных сосудов. Тот факт, что при совместном использовании 4-АП
и тирона в группе “Контроль” (“Контроль + тирон + 4-АП”) выраженность при-
роста коронарного перфузионного давления статистически значимо не отлича-
лась от соответствующего прироста КПД в группе “Контроль + 4-АП”, свиде-
тельствует о том, что образующийся в физиологических условиях супероксид-
ный радикал не изменяет функциональной активности КV-каналов клеток
коронарных сосудов. Другими исследователями показано, что регуляция актив-
ности KV-каналов является редокс-зависимой [23], и в ней участвуют активные
формы кислорода (АФК) и азота (АФА), причем низкие концентрации АФК ак-
тивируют эти каналы [24].

Уменьшение констрикторного действия 4-АП в сердцах животных с ПТСР ука-
зывает на снижение функциональной активности КV-каналов клеток коронарных
сосудов, то есть ПТСР приводит к развитию постстрессорной “каналопатии”. У
крыс с ПТСР в сыворотке крови увеличена концентрация диеновых конъюгатов и
малонового диальдегида на фоне сниженного содержания антиоксидантных фер-
ментов (СОД и КАТ), что может указывать на развитие в этих условиях окисли-
тельного стресса. По-видимому, окислительный стресс сопровождался избыточ-
ной продукцией АФК и в клетках сосудов сердца. Этот вывод подтверждается
большим приростом КПД при перфузии сердец раствором, содержащим тирон
(процент прироста в группе “ПТСР + тирон” составлял 71.5%), по сравнению с
приростом КПД в сердцах животных с ПТСР без добавления в раствор для перфузии
“химической ловушки”  (для сравнения, процент прироста в группе “ПТСР” со-
ставлял 24.0%).

Развившееся воспаление низкой интенсивности при ПТСР способно увеличить
образование индуцибельной NO-синтазы, а также привести к так называемому
“разобщению” эндотелиальной NO-синтазы. При этом эндотелиальная NO-син-
таза, наряду с монооксидом азота, способна продуцировать пероксинитрит, нитро-
зотиолы и супероксидный анион [25]. Как правило, окислительный и нитрозили-
рующий стресс развиваются одновременно [26] и сопровождаются S-нитрозирова-
нием и S-тионилированием белков, входящих в состав КV-каналов, тем самым
нарушая конформацию белковых молекул и функциональную активность каналов.
В условиях окислительного стресса основными субстратами S-тионилирования
белков являются CysSH и GSH [27].

Обнаруженное нами увеличение концентрации С-реактивного белка и ИЛ-1β в
сыворотке крови свидетельствует о развитии у животных с ПТСР системного вос-
паления низкой интенсивности. Системное воспаление низкой интенсивности,
наряду с окислительным стрессом, развивающиеся при ПТСР, могут объяснить
высокую вероятность развития при этом сосудистых “катастроф”. Предполагае-
мые причинно-следственные связи между обнаруженными нами событиями упро-
щенно представлены на рис. 5.
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Рассуждая таким образом, можно предположить, что последовательность собы-
тий, приводящих к уменьшению функциональной активности КV-каналов у крыс с
ПТСР, может быть следующей: развитие окислительного стресса и запуск асепти-
ческого воспаления с образованием медиаторов воспаления интерлейкина-1β,
фактора некроза опухоли-α и белка острой фазы воспаления – С-реактивного белка,
усиливающих действие друг друга с последующим окислением SH-групп КV-кана-
лов и снижением их активности [24].

Таким образом, полученные результаты позволяют сделать следующий вывод:
ПТСР сопровождается снижением активности КV-каналов коронарных сосудов,
причем одним из важных механизмов такой “каналопатии” является окислитель-
ный стресс.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Эксперименты проводились в соответствии с Хельсинкской Декларацией о гуманном об-
ращении с животными (1986). Протокол проведения экспериментов был утвержден Комис-
сией по биоэтике и гуманному обращению с лабораторными животными Витебского госу-
дарственного медицинского университета.

Рис. 5. Причины и следствия нарушений активности КV-каналов коронарных сосудов у крыс с экспери-

ментальным аналогом посттравматического стрессового расстройства (ПТСР).
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The Role of the Superoxide Radical in the Regulation of the KV-Channels Function
in the Coronary Vessels Following Posttraumatic Stress Disorder

S. S. Lazukoa, *, L. E. Belyaevaa, and O. P. Kuzhela
aVitebsk State Order of Friendship of Peoples Medical University, Vitebsk, Belarus

*e-mail: lazuko71@mail.ru

The purpose of the research was to study the contribution of the superoxide radical ( )
to the mechanisms of the coronary KV-channels functional activity impairment in rats
with posttraumatic stress disorder (PTSD). The study was performed on 117 outbred
white male rats (Rattus, Muridae weighing 210–240 g). To reproduce the experimental
analogue of PTSD, the modified model of “a predator presence imitation” was applied
(contact with cats’ excrements for 10 days, 15 minutes daily). The PTSD development
was confirmed by behavioral changes of affected animals in the “Open Field” test. The
coronary vessels’ tone was studied on the isolated by the Langendorf’s method isotoni-
cally contracted hearts, which were perfused under constant f low with Krebs–Henseleit
solution. The contribution of  to the coronary vascular tone regulation was studied by
infusion of the superoxide radical “scavenger” Tiron (4,5-dihydroxy-1,3-benzenedisul-
fonic acid) in the perfusion solution. The functional activity of KV-channels was assessed
by the degree of increase in the coronary perfusion pressure (CPP) in response to 4-ami-
nopyridine (4-AP), a blocker of KV-channels. To elucidate the role of  in the
KV-channels functional activity of coronary vessels, Tiron and 4-AP were infused in the
perfusion solution. The concentration of diene conjugates (DCs), malondialdehyde
(MDA), C-reactive protein (C-RP) and interleukin 1β (IL-1β) as well as catalase (CAT)
and superoxide dismutase (SOD) activity were detected in the blood serum of experi-
mental animals. The CPP in the isolated rats’ hearts after PTSD was 30% lower at coro-
nary flow rate 10 mL/min compared to the control group. Under the influence of 4-AP,
CPP increased by 70% and by 24% in the “Control” and “PTSD” groups, respectively.
Under influence of Tiron, the CPP in the “PTSD” group at coronary flow rate
10 mL/min was 52% lower than in the control. In the “PTSD + Tiron + 4-AP” group
the CPP augmentation (71.5%) was comparable to that in the hearts of the “Control”
group after 4-AP exposure. The IL-1β, C-RP, DCs and MDA concentration in the
blood serum of rats with PTSD was 3, 1.6, 3.3 and 3.6 times higher than in the control
rats’ blood serum, while SOD and CAT activity was by 27 and 59% lower, compared to
control, respectively. In the course of the investigation, it was found that  overproduc-
tion due to oxidative stress might be an important mechanism of a poststressor “channelo-
pathy”, which is characterized by the decreased functional activity of the KV-channels of
coronary vessels following PTSD.

Keywords: ion channel, vascular tone, superoxide radical, posttraumatic stress disorder
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