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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования. Тиреоидные гормоны, трийодотиронин (Т3) и 

тироксин (Т4), – важные регуляторы работы сердечно-сосудистой системы. Изменение 

тиреоидного статуса организма человека часто сопровождается нарушением функционирования 

сердца и кровеносных сосудов (Danzi, Klein, 2014) и может служить фактором риска развития 

сердечно-сосудистых заболеваний (Jabbar et al., 2016), которые остаются одной из ведущих 

причин смертности населения в России и других странах (Искаков, 2017; Шальнова и др., 2012). 

В связи с этим изучение механизмов влияния тиреоидных гормонов на сердечно-сосудистую 

систему имеет высокую практическую значимость. Нужно отметить, что на данный момент 

малоизученным остается действие тиреоидных гормонов на сосуды, в частности на артерии 

резистивного типа, тонус которых определяет уровень системного артериального давления 

(Magder, 2018). Тиреоидные гормоны могут вызывать снижение тонуса сосудов, действуя по 

двум механизмам: геномному и негеномному.  

При классическом геномном действии тиреоидные гормоны связываются с ядерными 

рецепторами, которые выступают в роли лиганд-зависимых транскрипционных факторов, 

изменяющих экспрессию генов-мишеней (Bernal, 2017; Paquette et al., 2011; Vella, Hollenberg, 

2017). Геномные эффекты тиреоидных гормонов проявляются через час и более после 

взаимодействия гормона с рецептором и имеют долговременный характер (Cheng et al., 2010; 

Flamant, Samarut, 2003; Mullur et al., 2014). В связи с тем, что ядерные рецепторы обладают 

более высоким сродством к Т3, чем к Т4 (Schroeder, et al., 2014), Т3 считается ключевой формой 

тиреоидных гормонов при их геномном действии (Bianco et al., 2019, Galton, 2017). Благодаря 

более высокому содержанию в крови, Т4 также может оказывать геномное влияние, но вместе с 

тем выступает в роли прогормона, способного превращаться в более активный Т3 в 

соответствии с нуждами тканей под действием ферментов-дейодиназ 1 и 2 типов (D1 и D2), 

катализирующих 5’-дейодирование (Gereben et al., 2008).  

Основная дейодиназа, которая осуществляет 5’-дейодирование Т3 в артериях – это 

дейодиназа 2 типа (D2) (Mizuma et al., 2001), она экспрессируется как в эндотелиальных, так и в 

гладкомышечных клетках (Aoki et al., 2015; Toyoda et al., 2009). D2 обеспечивает локальный 

синтез Т3 (Bianco, Kim, 2006), поэтому интенсивность геномного действия тиреоидных 

гормонов на сосуды может зависеть от уровня экспрессии и активности в них D2. 

Физиологически значимую роль D2 в сосудах подтверждает связь между инактивирующим 

полиморфизмом гена этого фермента и более высоким риском развития артериальной 

гипертензии у людей с эутиреоидным статусом (Gumieniak et al., 2007). Известно, что уровень 

мРНК D2 в тканях может зависеть от содержания тиреоидных гормонов в крови (Burmeister et 
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al., 1997), а также интенсивности симпатических влияний и других физиологически значимых 

стимулов (Bianco, Kim, 2006; Jones et al., 1986). Тем не менее, механизмы регуляции экспрессии 

D2 в стенке сосудов, а также влияние продуцируемого ею внутриклеточного Т3 на 

вазомоторные реакции резистивных артерий практически не исследованы. 

К негеномному механизму действия тиреоидных гормонов относят все эффекты, 

которые инициируют рецепторы, локализованные вне ядра (Селиванова, Тарасова, 2020; 

Axelband et al., 2010). Негеномное действие тиреоидных гормонов не обязательно связано с 

транскрипцией (Cao et al., 2005), поэтому оно проявляется сравнительно быстро, в течение 

нескольких минут (Hiroi et al., 2006). Негеномное действие может быть инициировано как Т3, 

так и Т4 за счет большого разнообразия опосредующих его рецепторов (Bergh et al., 2005; 

Kalyanaraman et al., 2014; Moeller et al., 2006). Тиреоидные гормоны способны вызывать 

быстрое снижение тонуса артерий (Park et al., 1997; Yoneda et al., 1998), но механизмы такого 

влияния исследованы мало. Следует отметить, что негеномное влияние гормонов, наряду с 

геномным, может вносить вклад в снижение периферического сопротивления сосудов при 

гипертиреозе (Vargas et al., 2006).  

Степень разработанности темы. Показано, что Т3 и Т4 участвуют в регуляции 

экспрессии D2 в некоторых тканях, например, в буром жире и коре больших полушарий 

(Burmeister et al., 1997; Martinez-DeMena et al., 2002). Тем не менее, влияние тиреоидных 

гормонов на экспрессию D2 в артериях практически не исследовано, а результаты 

существующих исследований довольно противоречивы. В исследованиях in vitro на культуре 

эндотелиальных клеток HMEC-1 содержание мРНК D2 уменьшалось при добавлении Т4, но не 

Т3 (Sabatino et al., 2015). Тем не менее, в экспериментах на культуре гладкомышечных клеток 

коронарных артерий и аорты человека Т3 приводил к снижению мРНК D2 в большей степени, 

чем Т4 (Mizuma et al., 2001). Пока не изучены изменения экспрессии D2 в артериях в условиях 

избытка тиреоидных гормонов in vivo.  

Еще одним фактором регуляции экспрессии D2 являются адренергические влияния 

(Jones, Henschen, et al., 1986). Показано, что введение агонистов адренорецепторов приводит к 

увеличению уровня мРНК D2 в аорте крыс (Yasuzawa-Amano, Toyoda, 2004), однако 

неизвестно, как изменяется экспрессия данного фермента в артериях резистивного типа в 

условиях хронического отсутствия симпатических влияний. 

Влияние других факторов, играющих значимую роль в регуляции тонуса сосудов, 

например оксида азота, на уровень мРНК D2 в резистивных артериях также пока не изучено. 

При этом известно, что экспрессия D2 различается в резистивных артериях разных органов 

(Sofronova et al., 2017), причем регионарная специфичность экспрессии характерна и для 
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эндотелиальной NO-синтазы eNOS (Sofronova et al., 2017). Исходя из этого, можно 

предположить, что оксид азота является одним из регуляторов экспрессии D2 в артериях. 

Для многих тканей, в том числе бурого жира и скелетных мышц, показана высокая 

функциональная значимость продукции Т3 под действием D2 (Bianco, Silva, 1987b; Bocco et al., 

2016), однако роль D2 в регуляции тонуса сосудов практически не изучена. Одним из подходов 

к решению этой проблемы может быть использование ингибиторов D2, например, иопаноевой 

кислоты (Coppola et al., 2005). Однако поскольку D2 является ключевым ферментом, 

обеспечивающим синтез внутриклеточного Т3 для запуска петли отрицательной обратной связи 

в гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной системе (Christoffolete et al., 2006), системное 

ингибирование D2 может привести к глубокому изменению тиреоидного статуса организма и 

соответствующим изменениям вазорегуляции. Локальное подавление активности D2 в 

сосудистой стенке возможно при использовании иопаноевой кислоты в экспериментах с 

культивированием целых сосудов (Bolz et al., 2000; Morita et al., 2010).  

Быстрая вазодилатация при негеномном действии тиреоидных гормонов показана для 

многих типов артерий, включая аорту, артерии тонкого кишечника, коронарные и бедренную 

артерии, а также артериолы скелетных мышц (Barreto-Chaves et al., 2011; Cai et al., 2015; 

Lozano-Cuenca et al., 2016; Park et al., 1997; Yoneda et al., 1998; Zwaveling et al., 1997). При этом 

данные литературы достаточно противоречивы: в одних работах утверждается, что Т3 вызывает 

более выраженную вазодилатацию (Park et al., 1997), в других – что эффекты Т3 и Т4 

сопоставимы по величине (Yoneda et al., 1998). Работы по изучению механизмов быстрой 

вазодилатации также немногочисленны и противоречивы. Расслабление, вызванное 

тиреоидными гормонами, может быть опосредовано эндотелием (Lozano-Cuenca et al., 2016) 

или же не связано с эндотелиальными влияниями (Carrillo-Sepulveda, 2010). Более того, до сих 

пор неизвестно, какие рецепторы опосредуют быстрое влияние тиреоидных гормонов на тонус 

сосудов. Показано, что в культуре эндотелиальных клеток Т3 может взаимодействовать с TRα1 

(Aoki et al., 2015; Hiroi et al., 2006), что приводит к повышению активности eNOS (Hiroi et al., 

2006), но неизвестно, насколько этот механизм универсален и воспроизведется ли он при 

воздействии Т3 на целый сосуд. Необходимо комплексное исследование механизмов быстрой 

вазодилатации при негеномном действии тиреоидных гормонов с определением 

функциональной активности Т3 и Т4, идентификацией рецепторов и молекулярных участников, 

опосредующих их влияние на резистивные артерии крыс.  

Таким образом, целью данной работы было изучение регуляции экспрессии и 

функциональной роли дейодиназы 2 типа, а также механизмов негеномного влияния 

тиреоидных гормонов в резистивных артериях крыс.  
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Были поставлены следующие задачи: 

1) исследовать влияние гипертиреоза, хронической неонатальной десимпатизации и 

подавления синтеза оксида азота на экспрессию дейодиназы 2 типа в резистивных 

артериях in vivo; 

2) исследовать влияние ингибитора 5’-дейодирования на реакции сокращения и 

расслабления культивируемых артерий скелетных мышц; 

3) сравнить выраженность расслабления артерий скелетных мышц при быстром 

негеномном действии Т3 и Т4; 

4) идентифицировать ключевые сигнальные пути, запускаемые тиреоидными 

гормонами при негеномном действии в эндотелиальных и/или гладкомышечных клетках 

артерий скелетных мышц крысы. 

Научная новизна работы. Впервые изучены механизмы регуляции экспрессии D2 в 

резистивных артериях крыс, при этом установлено, что гипертиреоз и хроническая 

неонатальная десимпатизация вызывают снижение уровня мРНК D2 в артериях скелетных 

мышц крысы. Впервые показано, что хроническое подавление синтеза оксида азота не влияет 

на содержание мРНК D2 в резистивных артериях. С использованием методики 

культивирования целых сосудов впервые установлено, что продукция Т3 под влиянием D2 

играет важную функциональную роль в поддержании вазомоторного действия NO. Наконец, в 

данной работе впервые проведено комплексное исследование механизмов негеномного влияния 

тиреоидных гормонов на тонус артерий скелетных мышц. Показано, что эффекты Т3 и Т4 

опосредованы разными механизмами: эффект Т3 менее выражен, чем эффект Т4, и является 

эндотелий-зависимым, тогда как эффект Т4 реализуется на уровне гладкой мышцы. Впервые 

идентифицированы ключевые участники инициируемого Т4 сигнального каскада: интегрин 

αvβ3, протеинкиназы ERK1/2 и ILK.  

Теоретическая и практическая значимость. С теоретической и фундаментальной 

точки зрения, полученные в работе результаты о механизмах регуляции экспрессии D2, а также 

вазомоторной роли продуцируемого ею Т3 в артериях резистивного типа развивают 

современные представления о геномном действии тиреоидных гормонов на сосуды. 

Полученные данные обеспечивают понимание механизмов негеномного регуляторного влияния 

Т3 и Т4 на резистивные артерии. Знание принципов тиреоидной регуляции работы сосудов 

способствует пониманию процессов патогенеза сопровождающих тиреоидные нарушения 

заболеваний сердечно-сосудистой системы. В дальнейшем установленные закономерности 

могут учитываться при разработке фармакологических подходов для коррекции сосудистых 

нарушений, сопровождающих тиреоидные патологии, частота встречаемости которых в России 

неуклонно растет (Трошина и др., 2021). 
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Методология и методы исследования. При работе с животными соблюдались 

требования, сформулированные в Директиве Совета Европейского сообщества 2010/63/EU. 

Условия содержания животных и экспериментальные процедуры были одобрены Комиссией по 

биоэтике МГУ. Для исследования механизмов регуляции экспрессии D2 были использованы 

следующие экспериментальные модели: курсовое введение Т3 взрослым крысам, неонатальная 

десимпатизация путем введения гуанетидина, хроническое подавление продукции оксида азота 

в организме взрослых крыс с использованием ингибитора L-NAME (метиловый эфир Nω-нитро-

L-аргинина). Для характеристики экспериментальных моделей оценивали содержание 

тиреоидных гормонов и метаболитов NO в сыворотке крови при помощи иммуноферментного 

анализа и метода Грисса, соответственно, определяли уровень систолического артериального 

давления плетизмографическим методом, проводили морфологический анализ плотности 

иннервации артерий методом флуоресцентной микроскопии.  

Для оценки содержания мРНК и белка D2 использовали методы полимеразной цепной 

реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) и Вестерн блот, соответственно. Для изучения 

функциональной роли D2 в сосудах использовали подход культивирования сегментов артерий 

(organ culture) в присутствии ингибитора D2 с последующей регистрацией их сократительных 

ответов в изометрическом режиме при помощи системы wire myograph.  

Для исследования механизмов быстрой вазодилатации под действием Т3 и Т4 также 

использовали систему wire myograph. Роль эндотелия в негеномных эффектах тиреоидных 

гормонов определяли путем сравнения реакций артерий с интактным и механически удаленным 

эндотелием, идентификацию молекулярных участников проводили при помощи селективных 

ингибиторов. Для определения содержания фосфорилированных белков в артериях 

использовали метод Вестерн блот.  

Эксперименты были проведены на кафедре физиологии человека и животных 

биологического факультета МГУ имени М.В. Ломоносова.  

Положения, выносимые на защиту: 

1. Экспрессия гена дейодиназы 2 типа в резистивных артериях скелетных мышц крысы 

регулируется тиреоидными и симпатическими влияниями, но не зависит от влияния оксида 

азота.  

2. Активность дейодиназы 2 типа необходима для поддержания продукции оксида азота 

в артериях скелетных мышц крысы. 

3. Т4 вызывает более выраженное негеномное расслабление артерий скелетных мышц 

крысы, чем Т3, действуя через интегрин αvβ3, киназы ERK1/2 и ILK, локализованные в 

гладкомышечных клетках. 
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Степень достоверности данных. Постановка цели и задач работы, подготовка обзора 

литературы и обсуждения базируются на анализе актуальной литературы по теме исследования. 

Представленные в работе данные получены с использованием современного научного 

оборудования и общепринятых методов исследования. Результаты воспроизводимы и 

статистически достоверны. 

Апробация материалов диссертации. Основные результаты диссертации были 

представлены на международной конференции Europhysiology (Лондон, Великобритания, 

2018), всероссийской конференции Ломоносовские чтения (Москва, Россия, 2019, 2021), X и XI 

международных конференциях «Рецепторы и внутриклеточная сигнализация» (Пущино, 

Россия, 2019, 2021), ежегодном съезде Скандинавского физиологического общества (Рейкьявик, 

Исландия, 2019), III молодежной школе-конференции «Молекулярные механизмы регуляции 

физиологических функций» (Звенигород, Россия, 2019), международной конференции 

Enable/Radboud New Frontiers Symposium (Неймеген, Нидерланды, 2019), VII Всероссийской с 

международным участием Школе-конференции по физиологии и патологии кровообращения 

(Москва, Россия, 2020), международной конференции Experimental Biology (дистанционно, 

Роквилл, США, 2021). Диссертация апробирована на заседании кафедры физиологии человека и 

животных биологического факультета МГУ имени М.В. Ломоносова 20.09.2021 г. 

Публикации. По теме диссертации опубликованы 5 статей и 2 тезисов докладов на 

конференциях в журналах, индексируемых аналитическими базами Scopus, Web of Science или 

RSCI и рекомендованных для защиты в диссертационном совете МГУ.03.06 по специальности 

физиология 03.03.01, 3 работы в сборниках статей, а также 3 тезисов докладов в сборниках 

материалов научных конференций. 

Личный вклад автора. Личный вклад Е.К. Селивановой является весомым на всех 

этапах исследования и заключается в планировании направлений исследования, изучении и 

анализе современной литературы по теме работы, проведении экспериментов с использованием 

всех описанных выше методических подходов, обобщении и обсуждении результатов, 

написании статей и тезисов докладов, а также в представлении полученных данных на 

российских и международных конференциях и школах. 

Структура и объем диссертации. Диссертация изложена на 154 страницах, состоит из 

введения, обзора литературы, описания материалов и методов исследования, результатов, 

обсуждения полученных данных, заключения и выводов. Список литературы включает 312 

источников. Работа иллюстрирована 8 таблицами и 38 рисунками. 
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1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

В обзоре литературы будут рассмотрены механизмы синтеза тиреоидных гормонов и их 

метаболизма в тканях, затем – механизмы их геномного влияния, включая функциональную 

роль и регуляцию экспрессии дейодиназы 2 типа. Последний раздел обзора посвящен 

механизмам негеномного действия тиреоидных гормонов, в том числе их роли в быстрой 

регуляции тонуса сосудов.  

 

1.1 Синтез и метаболизм тиреоидных гормонов 

Фолликулярные клетки щитовидной железы продуцируют две основных формы 

тиреоидных гормонов, Т3 и Т4, на основе аминокислоты L-тирозина. Синтез гормонов и рост 

железы находятся под контролем гипоталамо-гипофизарной системы. При недостатке 

тиреоидных гормонов в крови клетки гипоталамуса выделяют тиролиберин, который 

стимулирует секрецию тиреотропного гормона (ТТГ) из передней доли гипофиза. ТТГ, в свою 

очередь, стимулирует образование и секрецию тиреоидных гормонов щитовидной железой, 

оказывая положительное влияние на все этапы синтеза, в том числе на захват I- 

фолликулярными клетками, встраивание I в остатки тирозина и объединение тирозиловых 

остатков (Mondal et al., 2016; Ortiga-Carvalho et al., 2016). 

Основной секретируемой формой гормона является Т4 (Laurberg, 1984; Solter et al., 1989). 

В крови обе формы гормона транспортируются преимущественно в связанном с белками виде 

из-за низкой гидрофильности. В связи с этим выделяют четыре фракции тиреоидных гормонов 

в крови: общий и свободный Т4, а также общий и свободный Т3. В свободном виде 

транспортируется около 0.04% Т4 и 0.4% Т3 (Gaynullina et al., 2018; Ortiga-Carvalho et al., 2016). 

К белкам, транспортирующим Т3 и Т4 в крови взрослых млекопитающих, относятся 

тироксинсвязывающий глобулин, транстиретин и альбумин (Janssen, Janssen, 2017). 

Ранее считалось, что тиреоидные гормоны попадают в клетки путем простой диффузии 

за счет своей липофильной природы, однако затем выяснилось, что процесс их транспорта в 

клетку обладает свойством насыщения, что подразумевает наличие белков-переносчиков 

(Giammanco et al., 2020). По последним данным, свободный Т4 и Т3 могут попадать в клетки при 

помощи широкого спектра переносчиков. Среди них выделяют три наиболее важных для 

транспорта тиреоидных гормонов семейства: монокарбоксилатные переносчики (MCT – 

monocarboxylate transporters, MCT8 и MCT10), переносчики больших нейтральных аминокислот 

(LAT – large neutral amino acid transporters, LAT1 и LAT2) и переносчики органических анионов 

(OATP – organic anion transporters, OATP1C1 et al.) (Bianco et al., 2019; Morimoto et al., 2008; 

Wittmann et al., 2015). 
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В ткани тиреоидные гормоны могут подвергаться различным превращениям, 

необходимым для их активации, инактивации, а также выведения из организма. Основные пути 

метаболизма Т3 и Т4 включают в себя дейодирование, сульфатирование, глюкуронирование, 

разрыв дифенилэфирной связи, а также дезаминирование и декарбоксилирование боковой цепи 

(van der Spek et al., 2017). 

Дейодирование. Дейодирование – это процесс удаления атома иода из внешнего или 

внутреннего кольца тиреоидных гормонов. В случае, если дейодирование Т4 происходит в 

положении 5 внешнего кольца (5’-дейодирование), он превращается в Т3. Так как Т3 обладает 

большим сродством к ядерным рецепторам тиреоидных гормонов TR (Schroeder et al., 2014), 

данный путь считают способом активации тиреоидных гормонов (Gereben et al., 2008). В случае 

дейодирования внутреннего кольца (5-дейодирование) Т3 или Т4 превращаются в неспособные 

связываться с TR реверсивный Т3 (rT3) и дийодтиронин Т2, поэтому такое дейодирование 

является инактивирующим (Рис.1) (van der Spek et al., 2017).  

 

 

Рис.1. Дейодирование тиреоидных гормонов. ORD – дейодирование внешнего кольца, 

IRD – дейодирование внутреннего кольца. Рисунок взят из работы (van der Spek et al., 2017). 

 

Катализ реакций дейодирования осуществляют ферменты-дейодиназы. На данный 

момент клонировано три вида дейодиназ: дейодиназы 1, 2 и 3 типов (D1, D2 и D3, 

соответственно). Они обладают схожей структурой, относятся к трансмембранным димерным 

белкам и содержат селеноцистеин в каталитическом центре, то есть являются 

селенопротеинами (Gereben et al., 2008). Дейодирование – это окислительно-восстановительная 
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реакция, поэтому лимитирующим фактором для полноценной работы дейодиназ может быть 

наличие тиолового кофактора, восстанавливающего селеногидрильные группы (Germain, 1988). 

Несмотря на схожесть структуры изоформ дейодиназ, их биологические функции, экспрессия и 

даже локализация внутри клетки сильно отличаются (табл.1). 

D1 способна катализировать дейодирование как внешнего, так и внутреннего кольца 

(Рис.1), то есть как активировать, так и инактивировать тиреоидные гормоны. Интересно, что 

наиболее предпочитаемым субстратом для D1 является rT3, затем сульфатированный Т4 (Т4S) и 

Т3 (T3S), и только после них – Т4 и Т3 (Moreno et al., 1994; Ortiga-Carvalho et al., 2016; Visser et 

al., 1988). По-видимому, основная роль D1 – это именно инактивация тиреоидных гормонов, в 

том числе их сульфатированных форм, для последующего выведения из организма (Moreno et 

al., 1994). Это подтверждается исследованиями на нокаутных по гену D1 мышах: у таких 

животных увеличен уровень rT3 в крови, а также снижено содержание иода в моче при 

повышенной концентрации йодотиронинов в кале по сравнению с диким типом (Schneider et al., 

2006). D1 локализована во внешней мембране клетки (Baqui et al., 2000). Экспрессия мРНК D1 

положительно регулируется тиреоидными гормонами, так как в промоторе гена D1 есть два 

тиреоид-чувствительных элемента, с которыми связываются комплексы TR с T3, стимулируя 

транскрипцию (Toyoda et al., 1995). Наиболее высокая экспрессия и активность D1 у крыс, 

мышей и человека обнаружена в тканях щитовидной железы, печени, почек и гипофиза (Bates et 

al., 1999; Bianco et al., 2002; Kohrle et al., 1990; Wagner et al., 2003; Wang et al., 2006). 

D2 катализирует только реакцию дейодирования внешнего кольца (Рис.1), то есть 

обеспечивает активацию тиреоидных гормонов. Наиболее предпочитаемым субстратом D2 

является Т4, тогда как ее аффинность к rT3 значительно ниже (Ortiga-Carvalho et al., 2016). 

Константа Михаэлиса-Ментен для Т4 на несколько порядков ниже у D2 по сравнению с D1, то 

есть активация Т4 происходит в первую очередь за счет активности D2 (Bianco et al., 2002). D2 

располагается в мембране эндоплазматического ретикулума (ЭПР) (Baqui et al., 2000). D2 

подвержена негативной регуляции со стороны тиреоидных гормонов, которые уменьшают 

содержание мРНК и активность фермента (Bianco et al., 2002; Croteau et al., 1996). Экспрессия и 

активность D2 обнаружены во многих тканях человека и крысы, в том числе в головном мозге, 

бурой жировой ткани, сердце, скелетных мышцах, гонадах, плаценте (Bates et al., 1999; Bianco, 

Kim, 2006; Croteau et al., 1996). 

D3 осуществляет только инактивацию тиреоидных гормонов, катализируя реакцию 

дейодирования внутреннего кольца (Рис.1). Аффинность D3 к Т4 выше, чем к Т3 (Ortiga-

Carvalho et al., 2016). В отличие от D1, как D3, так и D2 не катализируют дейодирование 

сульфатированных форм гормонов (Gereben et al., 2008), то есть не играют значимой роли в 

выведении йодтиронинов. D3 является основной дейодиназой, инактивирующей Т4 и Т3, так как 
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D1 обладает значительно более высокой Km по отношению к этим субстратам. D3 

локализована в наружной мембране клеток. Экспрессия гена D3 положительно регулируется 

тиреоидными гормонами (Barca-Mayo et al., 2011). Экспрессия и активность D3 сильно 

изменяется в онтогенезе: она обнаруживается почти во всех тканях плода крыс, тогда как во 

взрослом организме спектр ее экспрессии более узок. Наиболее высокая активность D3 у 

взрослых крыс обнаружена в коже, мозге и плаценте (Bates et al., 1999; Bianco et al., 2002). 

Считается, что высокая активность D3 в плаценте связана с необходимостью защитить плод от 

высокой концентрации тиреоидных гормонов в крови матери (Mortimer et al., 1996). 

 

Таблица 1. Характеристика различных типов дейодиназ млекопитающих.  

Свойства  D1 D2 D3 

Дейодирование 
Внешнее и 

внутреннее кольцо 
Внешнее кольцо Внутреннее кольцо 

Аффинность к 

субстратам 
rT3>T4S>T3S>Т4>Т3 Т4>rT3 Т3>T4 

Внутриклеточная 

локализация 
Наружная мембрана Мембрана ЭПР Наружная мембрана 

Распространенность в 

организме (основные 

ткани) 

Щитовидная железа, 

печень, почки, 

гипофиз 

Мозг, бурый жир, 

сердце, скелетные 

мышцы, гонады, 

плацента 

Взрослые животные: 

кожа, мозг, плацента 

Плод: практически 

все ткани 

Влияние тиреоидных 

гормонов на 

экспрессию мРНК 

Стимуляция Подавление Стимуляция  

На основе (Bates et al., 1999; Ortiga-Carvalho et al., 2016).  

 

Сульфатирование и глюкуронирование. Еще один важный путь метаболизма тиреоидных 

гормонов – конъюгация гидроксильной группы (положение 4’-OH) с глюкуроновой или серной 

кислотами. В случае присоединения сульфата (сульфатирования) реакцию катализируют 

ферменты сульфотрансферазы. Сульфатирование Т4 и Т3 увеличивает скорость их 

дейодирования посредством D1 (Moreno et al., 1994; van der Spek et al., 2017). D1 способна к 

дейодированию и внешнего, и внутреннего кольца Т4, но присоединение сульфата блокирует 

дейодирование внешнего кольца, в результате чего происходит инактивация гормона с 

образованием сульфатированного rT3. Кроме того, сульфатирование увеличивает 
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растворимость тиреоидных гормонов, ускоряя выведение йодтиронинов с мочой и желчью. Т4S 

и T3S биологически не активны (van der Spek et al., 2017).  

Конъюгацию с глюкуроновой кислотой катализируют глюкуронозилтрансферазы, 

локализованные в печени, почках и кишечнике. Глюкуронированию преимущественно 

подвергается Т4, а не Т3. Глюкуронирование также увеличивает растворимость гормонов, что 

усиливает их выведение в кишечник вместе с желчью. Глюкуронирование обратимо, и в 

кишечнике может произойти деконъюгация под действием β-глюкуронидазы микробиоты. В 

этом случае высвободившийся гормон может попасть в кровь и вернуться в печень, завершив 

энтерогепатический цикл (Herder de et al., 1989). Таким образом, глюкуронирование является 

одновременно способом и выведения йодтиронинов, и создания их резервуара в кишечнике 

(van der Spek et al., 2017). 

Дезаминирование и декарбоксилирование боковой цепи. К менее распространенным 

путям метаболизма тиреоидных гормонов относятся типичные для обмена аминокислот пути 

окислительного дезаминирования или декарбоксилирования боковой цепи, в случае 

тиреоидных гормонов – аланина. В результате декарбоксилирования Т4 образуется 

тетрайодотиронамин, который затем подвергается дейодированию с образованием различных 

тиронаминов. Дезаминирование Т4 и Т3 приводит к образованию тетрака 

(тетраиодотироуксусной кислоты) и триака (трийодотироуксусной кислоты), соответственно 

(van der Spek et al., 2017). Тетрак используется в качестве блокатора, предотвращающего 

стимуляцию ангиогенеза тиреоидными гормонами (Bergh et al., 2005). 

Разрыв дифенилэфирной связи. К наименее распространенным путям метаболизма 

тиреоидных гормонов (меньше 5% метаболизируемых молекул) относится разрыв 

дифенилэфирной связи. В этом случае происходит разрушение эфирного мостика между двумя 

кольцами в составе тиронинов. Основным продуктом этой реакции является дийодотиронин. 

Разрыв дифенилэфирной связи катализируется пероксидазами (van der Spek et al., 2017).  

 

1.2 Механизмы действия тиреоидных гормонов 

После попадания в ткань тиреоидные гормоны действуют по двум механизмам: 

геномному и негеномному. При классическом геномном действии тиреоидные гормоны входят 

в ядро, где связываются с ядерными рецепторами TR, выступающими в роли лиганд-зависимых 

транскрипционных факторов, изменяющих экспрессию генов-мишеней, содержащих TRE 

(Bernal, 2017; Paquette et al., 2011; Vella, Hollenberg, 2017). Геномное действие тиреоидных 

гормонов связано с транскрипцией, поэтому геномные эффекты наблюдаются через час и более 

после взаимодействия гормона с рецептором, а сами эффекты считаются долговременными 

(Cheng et al., 2010; Flamant, Samarut, 2003; Mullur et al., 2014). Традиционно большую часть 
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эффектов тиреоидных гормонов на организм связывают именно с этим механизмом действия 

(Das et al., 2010). 

Негеномное действие тиреоидных гормонов открыли позже, когда обнаружили, что 

некоторые эффекты тиреоидных гормонов на митохондрии не зависят от синтеза белка и 

наблюдаются уже через несколько минут после введения Т3 крысам (Sterling et al., 1980). В 

связи с этим изначально негеномный механизм действия определили как быстрый 

(развивающийся в течение нескольких секунд или минут) и не зависящий от транскрипции 

генов и синтеза белка (Axelband et al., 2010). Впоследствии оказалось, что это определение не 

соответствует действительности, так как в результате негеномного действия также может 

происходить модуляция транскрипции генов (Davis et al., 2009). Сейчас к негеномным относят 

все эффекты, которые инициируются гормоном вне ядра, то есть опосредуемые рецепторами, 

локализованными в плазматической мембране, цитоплазме или других органеллах клетки 

(например, митохондриях) (Davis et al., 2018; Louzada, Carvalho, 2018). 

 

1.3 Геномный механизм действия тиреоидных гормонов 

Геномное действие тиреоидных гормонов реализуется благодаря связыванию Т3 или, в 

меньшей степени из-за сравнительно низкой аффинности, Т4 с TR в ядре (Samuels et al., 1974; 

Schroeder et al., 2014).  

Рецепторы тиреоидных гормонов TR относятся к суперсемейству ядерных рецепторов, 

также включающему рецепторы стероидных гормонов, ретиноевой кислоты, витамина D и 

жирных кислот (Mangelsdorf et al., 1995). Структура ядерных рецепторов включает три 

основных домена: NH2-домен (А-В домен), ДНК-связывающий домен, содержащий два мотива 

«цинковые пальцы» и распознающий TRE, и лиганд-связывающий домен на СООН-конце. 

Лиганд-связывающий домен также отвечает за гомо- и гетеродимеризацию TR с другими 

ядерными рецепторами, например, ретиноидными Х-рецепторами RXR (Ortiga-Carvalho et al., 

2016). Гетеродимеризация TR с RXR приводит к увеличению числа Т3-чувствительных генов в 

клетке по сравнению с гомодимеризацией (Diallo et al., 2007). Влияние тиреоидных гормонов на 

экспрессию генов является двухступенчатым, так как их рецепторы способны модулировать 

транскрипцию и в несвязанном с Т3 состоянии. Например, в отсутствие лиганда TR могут 

садиться на TRE и рекрутировать корепрессоры, подавляя транскрипцию гена-мишени. В 

случае связывания с Т3 конформация TR изменяется, и комплекс гормон-рецептор рекрутирует 

активаторы, усиливающие транскрипцию (Anyetei-Anum et al., 2018; Ishizuka, Lazar, 2005). 

Кроме того, комплексы TR с T3 могут влиять на транскрипцию генов, не содержащих TRE, 

путем образования комплексов с другими транскрипционными факторами, например, 

рецепторами эстрогенов, в ядре (Vasudevan et al., 2002). 
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У млекопитающих ядерные рецепторы тиреоидных гормонов кодируются двумя генами 

Thra и Thrb, расположенными в разных хромосомах: для человека это 17 и 3, соответственно 

(Cheng et al., 2010). Оба локуса являются сложными и кодируют множество изоформ 

рецепторов за счет альтернативных промоторов и альтернативного сплайсинга (Flamant, 

Samarut, 2003). Среди изоформ TR есть как полностью функциональные, так и укороченные 

рецепторы, не имеющие ДНК- и/или лиганд-связывающего доменов (Chassande et al., 1997). 

Считается, что укороченные формы рецепторов выполняют функцию антагонистов 

транскрипционных эффектов тиреоидных гормонов, так как они могут конкурировать с 

функциональными рецепторами за гормон или TRE (Flamant, Samarut, 2003; Plateroti et al., 2001; 

Wills et al., 1991). Помимо этого, укороченные изоформы могут опосредовать негеномное 

действие тиреоидных гормонов (см. главу 1.5.1) (Davis et al., 2008). 

Ген Thra кодирует три полноразмерные изоформы TRα (TRα1, TRα2, TRα3), а также 

несколько укороченных изоформ. Только изоформа TRα1 является bona fide ядерным 

рецептором, способным связывать и Т3, и TRE (Anyetei-Anum et al., 2018). мРНК TRα1 

обнаружена во многих тканях, причем в тканях крыс экспрессия этого рецептора наблюдается 

на самых ранних этапах онтогенеза, на 11 день эмбрионального развития, еще до созревания 

щитовидной железы (Bradley et al., 1992; Chassande et al., 1997). Наиболее высокий уровень 

экспрессии TRα1 у взрослых грызунов был обнаружен в сердечной и скелетной мышцах, 

центральной нервной системе, а также в кишечнике и легких. Изоформы TRα2 и TRα3 не 

способны связывать гормон, в связи с этим они могут играть роль антагонистов тиреоидных 

эффектов, конкурируя с функциональной формой TRα1 за связывание с TRE. Высокая 

экспрессия TRα2 и TRα3 наблюдалась в мозге, сердце, почках (Anyetei-Anum et al., 2018; 

Chassande et al., 1997; Hodin et al., 1990; Mitsuhashi et al., 1988).  

Ген Thrb кодирует четыре полноразмерные изоформы TRβ (TRβ1, TRβ2, TRβ3, TRβ4), а 

также несколько укороченных форм. Все полноразмерные изоформы TRβ содержат 

функциональный лиганд-связывающий домен. Экспрессия TRβ1 обнаружена во многих тканях, 

в том числе в печени, почках, сердце, мозге и щитовидной железе (Cheng, 2000; Hodin et al., 

1990). Высокое содержание мРНК TRβ2 обнаружено в гипофизе, сетчатке глаза, мозге, 

внутреннем ухе, TRβ3 - в сердце, печени, почках и легких, а TRβ4 – в мозге и почках (Anyetei-

Anum et al., 2018; Bradley et al., 1992; Hodin et al., 1990; Jones et al., 2007; Williams, 2000).  

Нужно отметить, что экспрессия считающихся наиболее функционально важными 

изоформами TRα1 и TRβ1 имеет разный пространственно-временной характер: органы и ткани 

экспрессируют эти изоформы в разные периоды онтогенеза, и области с высоким уровнем 

мРНК TRα1 или TRβ1 преимущественно не совпадают (Bradley et al., 1992; Stoykov et al., 2006). 

Интересно, что TRα1 и TRβ1 могут по-разному модулировать транскрипцию. Например, TRβ1 
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чаще образует гомодимеры, чем TRα1 (Hollenberg et al., 1995; Ortiga-Carvalho et al., 2016). В 

дополнение к этому, известно, что в печени грызунов TRα1 и TRβ1 регулируют экспрессию 

разных генов-мишеней (Gullberg et al., 2002). 

 

1.3.1 Геномное действие тиреоидных гормонов на сосуды 

Основной изоформой TR в сосудах является TRα1. Его экспрессия была обнаружена и в 

эндотелии, и в гладкомышечных клетках сосудов (Hiroi et al., 2006; Makino et al., 2012). В 

сосудах также была детектирована мРНК и других изоформ ядерных рецепторов, но в гораздо 

меньшей степени. В частности, в эндотелиальных клетках бычьей аорты и пупочной вены 

человека также была обнаружена мРНК TRα2. Кроме того, в эндотелии данных сосудов были 

выявлены следовые количества мРНК и белка TRβ1 (Hiroi et al., 2006). По оценке группы 

(Diekman et al., 2001), в линии ECRF4 иммортализованных эндотелиальных клеток пупочной 

вены человека содержится около 50 копий мРНК TRα1, пяти копий TRα2 и двух копий TRβ1 на 

клетку. Им также удалось качественно детектировать все три изоформы ядерных рецепторов на 

уровне белка. 

В гладкомышечных клетках коронарных сосудов и аорты человека помимо TRα1 также 

наблюдалась экспрессия мРНК TRα2, и на существенно более низком уровне – TRβ1 и TRβ2 

(Mizuma et al., 2001). Таким образом, геномное действие тиреоидных гормонов на сосуды 

опосредует преимущественно TRα1. 

Несмотря на выраженные изменения тонуса сосудов, сопровождающие гипо- и 

гипертиреоз как у людей (Klein, 1990), так и у животных (Bausch, McAllister, 2003; McAllister et 

al., 1998; Vargas et al., 2006), геномное действие тиреоидных гормонов именно на сосуды 

изучено мало.  

Нокаут гена Thra (TRα0/0) приводил к ослаблению сократительных ответов верхних 

брыжеечных артерий мышей на агонист α1-адренорецепторов фенилэфрин, уменьшению 

эндотелий-зависимого расслабления и снижению чувствительности гладкой мышцы к донору 

оксида азота (Liu, Lo, et al., 2014). Нужно отметить, что аналогичные изменения 

адренореактивности и эндотелий-зависимой вазодилатации были обнаружены во многих 

работах при моделировании экспериментального гипотиреоза у крыс (Delp et al., 1995; Grieve et 

al., 1999; Rahmani et al., 1987; Sabio et al., 1994; Singh et al., 1994; Vargas et al., 2006). 

Исследования на мышах с изоформ-специфичным нокаутом TRα1-/- (Wikström et al., 

1998) также показали ключевую роль TRα1 в регуляции вазомоторных реакций коронарных 

артерий (Makino et al., 2012). Тем не менее, в этом случае наблюдалось увеличение 

сократительных ответов артерий при нерецепторной активации высокими концентрациями KCl, 

а сократительные реакции на агонисты и эндотелий-зависимое расслабление препаратов не 
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были исследованы. Авторы связали увеличение сократительных ответов со снижением 

калиевого тока в гладкомышечных клетках коронарных артерий животных, что также 

подтверждалось более низким уровнем экспрессии субъединиц нескольких подтипов калиевых 

каналов (Makino et al., 2012). 

Специфическая мутация TRα1, значительно уменьшающая его аффинность к Т3, 

приводила к снижению реактивности хвостовых артерий мышей на агонист α1-

адренорецепторов фенилэфрин, что согласуется с результатами группы K. Liu (Liu et al., 2014). 

Вместе с тем эндотелий-зависимое расслабление на ацетилхолин в артериях таких мышей было 

парадоксально увеличено (Warner et al., 2013). 

Стоит отметить, что данные об изменении вазомоторных реакций артерий мышей c 

нокаутом или мутацией TRα1 не позволяют однозначно выявить геномные эффекты 

тиреоидных гормонов на сосуды. Из-за сложного строения локуса при делеции гена Thra 

целиком, или при нарушении синтеза изоформы TRα1, во-первых, нарушается синтез и 

укороченных изоформ рецепторов, которые могут играть роль антагонистов тиреоидных 

гормонов или опосредовать их негеномные эффекты (Davis et al., 2018; Flamant, Samarut, 2003; 

Plateroti et al., 2001). Во-вторых, TRα1 также может транспортироваться в цитоплазму и 

участвовать в негеномных эффектах тиреоидных гормонов (подробнее см. в главе 1.5.1) (Hiroi 

et al., 2006), то есть фенотип мышей без TRα1 является следствием недостатка как геномного, 

так и негеномного действия тиреоидных гормонов. Более низкая аффинность мутантного 

рецептора TRα1 также может привести к ослаблению не только геномного, но и негеномного 

действия Т3. Интерпретация экспериментов на генетически модифицированных мышах также 

зависит от линии мышей, используемой в качестве основы. Было показано, что нокаут гена 

Thra у мышей линии SV129 сопровождается значимым повышением систолического и 

диастолического артериального давления, тогда как нокаут того же гена в линии C57BL/6 не 

влияет на параметры гемодинамики (Liu et al., 2014).  

Для исследования геномного действия тиреоидных гормонов на сосуды также 

оценивают изменение экспрессии различных генов в ответ на введение Т3 или Т4, однако нужно 

учесть, что и при такой постановке эксперимента нельзя однозначно исключить вклад 

негеномного действия гормонов, которое также способно влиять на транскрипцию (Moeller et 

al., 2006; Moeller et al., 2005).  

Исследование на мышах c использованием ДНК-микрочипов показало, что 

четырехдневное потребление Т4 приводит к изменению экспрессии 777 из 1098 генов в аорте 

более чем в 1.25 раз, при этом экспрессия 495 генов была повышена, а 282 – понижена (Gachkar 

et al., 2019). Наиболее измененными оказались гены с функцией «связывания белка» или 

«связывания ионов», что указывает на выраженные изменения внутриклеточных сигнальных 
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каскадов. В числе наиболее чувствительных к тиреоидным генов, значимое изменение 

экспрессии которых подтвердила полимеразная цепная реакция (ПЦР-РВ), оказались гены Penk 

(уменьшение уровня мРНК, белок проэнкефалин), Fbln1 (уменьшение уровня мРНК, белок 

фибулин 1) и Hr (увеличение уровня мРНК, белок hairless) (Gachkar et al., 2019). Роль этих 

генов в геномном действии тиреоидных гормонов на сосуды пока не исследована, однако 

гипотетически связывание проэнкефалина с опиоидными рецепторами, изменение состава 

внеклеточного матрикса при снижении содержания фибулина 1 или модуляция транскрипции 

генов-мишеней hairless может отражаться на сократительных реакциях артерий. 

В экспериментах на клеточных культурах эндотелиальных или гладкомышечных клеток 

артерий было обнаружено стимулирующее влияние тиреоидных гормонов на экспрессию 

NADPH-оксидазы NOX-1, ядерного антигена пролиферирующих клеток PCNA, α-актина, 

эктонуклеотидазы CD73, молекулы межклеточной адгезии ICAM-1, эндотелина-1, 

фибронектина и фактора фон Виллебранда (Baumgartner-Parzer et al., 1997; Dietrich et al., 1997; 

Tamajusuku et al., 2006; Wang, Sun, 2010). 

Большая часть исследователей сосредоточила свои усилия на изучении геномного 

действия тиреоидных гормонов на сердце (Axelband et al., 2010; Li et al., 2014), развитие 

(Chattergoon et al., 2012; Mai et al., 2004), а также сократимость которого регулируется 

тиреоидными влияниями (Katzeff et al., 1997; Klein, 1990). Тем не менее, некоторые Т3-

зависимые гены кардиомиоцитов также экспрессируются и в тканях сосудов, что позволяет 

предположить аналогичное влияние тиреоидных гормонов на клетки артерий. К числу таких 

генов относят кодирующие кальциевый насос ЭПР Serca2 (Борзых и др., 2020; Hartong et al., 

1994), фосфоламбан (Arai et al., 1991), рианодиновый рецептор 2 типа RyR2 (Arai et al., 1991; 

Campanha et al., 2016), калиевый потенциал-зависимый канал Kv1.5 (Li et al., 2014), Na+/K+ 

АТФазу (Kamitani et al., 1992), β1-адренорецептор (Li et al., 2014), аденилатциклазу 5 типа (Li et 

al., 2014), кавеолин-1 (Ratajczak, 2005), эндотелиальную синтазу оксида азота eNOS (Castro de et 

al., 2015).  

В сосудах также экспрессируются некоторые тиреоид-чувствительные гены, чья 

зависимость от Т3 или Т4 была исследована в экспериментах на других тканях. Среди них 

функциональное значение для артерий могут иметь гены, кодирующие нейрональную и 

индуцибельную NO-синтазу (Fernández et al., 2009; Serfz et al., 2009).  

Нужно отметить, что несмотря на то, что стимулирующее влияние тиреоидных гормонов 

на экспрессию синтаз оксида азота и его продукцию широко известно, в промоторе генов nNOS, 

iNOS и eNOS, насколько нам известно, не были идентифицированы TRE. Кроме того, все 

больше данных свидетельствует о негеномной регуляции экспрессии и активности этих 
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ферментов, по крайней мере, в сосудах (Carrillo-Sepulveda et al., 2010; Hiroi et al., 2006; Samuel 

et al., 2017; Toral et al., 2018) (см. главу 1.5.3.2).  

Таким образом, на данный момент некоторые аспекты геномного действия тиреоидных 

гормонов на сосуды остаются мало изученными, но его значимость для адекватного 

функционирования артерий не подлежит сомнению. Геномные эффекты тиреоидных гормонов, 

опосредованные ядерными рецепторами, влияют на сократительные ответы и расслабление 

артерий. В связи с этим, регуляция интенсивности геномного действия тиреоидных гормонов на 

сосуды также может быть важна для «тонкой настройки» работы сосудов.  

 

1.3.2 Тканеспецифичная регуляция интенсивности геномного действия тиреоидных 

гормонов 

Геномное действие тиреоидных гормонов модулирует экспрессию широкого спектра 

генов-мишеней во многих тканях, причем их влияние на транскриптом наиболее выражено в 

центральной нервной системе и печени (Ochsner, McKenna, 2020). Однако единый уровень 

свободного Т3 в плазме крови не может обеспечить тканеспецифичную регуляцию 

интенсивности действия гормонов, необходимую для тонкой регуляции работы клеток. По всей 

видимости, тканеспецифичность интенсивности геномного действия Т3 регулируется на 

локальном уровне. К факторам, влияющим на выраженность геномных влияний тиреоидных 

гормонов на локальном уровне, относятся уровень экспрессии трансмембранных транспортеров 

и разных изоформ дейодиназ, содержание и соотношение изоформ ядерных рецепторов, а также 

локализация ядерных рецепторов в клетке (Anyetei-Anum et al., 2018; Bianco et al., 2019; Zhu et 

al., 1998). Теория локальной регуляции геномного действия тиреоидных гормонов имеет 

экспериментальные подтверждения. В частности, в ее пользу свидетельствуют данные РНК-

секвенирования единичных клеток (single-cell RNA-seq) о тканеспецифичности паттернов 

экспрессии транспортеров, дейодиназ, TRα и TRβ. Например, в гепатоцитах и нейронах мышей 

обнаружена значимая тенденция к коэкспрессии транспортера MCT10 с рецепторами TRα и 

TRβ, что согласуется с выраженным транскриптомным следом тиреоидных гормонов в печени 

и мозге (Hu, Wu, 2021; Ochsner, McKenna, 2020). Интересно, что аналогичная зависимость была 

обнаружена в эндотелиальных клетках, что может отражать значимость геномных влияний 

тиреоидных гормонов на сосуды (Hu, Wu, 2021). 

Дополнительным свидетельством локальной регуляции тиреоидного действия является 

отличие тканевой концентрации тиреоидных гормонов от концентрации в крови. Например, у 

крыс при уровне свободного T3 в сыворотке 4.54±0.16 пМ его концентрация в почках 

составляла 19.7±1.26 пМ/г, в печени – 12.9±0.81 пМ/г, а в висцеральной белой жировой ткани – 

0.2±0.02 пМ/г, то есть разброс концентраций составил почти два порядка (Donzelli et al., 2016). 
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Разброс концентраций Т4 также был велик – концентрация гормона в печени оказалась в 55 раз 

больше минимальной концентрации, наблюдавшейся в висцеральной белой жировой ткани 

(Donzelli et al., 2016). Доля занятых TR в тканях крыс также варьирует: насыщение рецепторов в 

гипофизе составляет около 80%, тогда как в почках и печени – около 50% (Larsen et al., 1981). 

Тканеспецифичность интенсивности геномного действия также была 

продемонстрирована на трансгенных мышах, в геном которых был вставлен ген люциферазы 

под контролем промотора, содержащего TRE. Введение мышам Т4 приводило к 

тканеспецифичному изменению активности люциферазы: в ткани семенников она изменялась в 

0.8 раз, в мозге – в 1.5-2 раза, а в бурой жировой ткани – в 64 раза (Mohácsik et al., 2018). 

Нужно отметить, что сравнительный вклад перечисленных выше факторов в 

тканеспецифичную регуляцию интенсивности геномного действия неодинаков. В частности, 

для геномных влияний тиреоидных гормонов необходимо наличие трансмембранных 

транспортеров в клетке, однако при их экспрессии выше минимального критического уровня 

они обеспечивают только более быстрое установление равновесия между концентрацией Т3 и 

Т4 в крови и внутри клетки, но не влияют на итоговую концентрацию гормонов в клетке 

(Mullem van et al., 2016). В большинстве случаев, когда трансмембранные транспортеры 

определяют выраженность эффектов тиреоидных гормонов, это связано с их инактивацией или 

выраженным снижением экспрессии (Bianco et al., 2019). 

По всей видимости, для тканей с высоким уровнем D2 именно активность дейодиназы 

вносит наибольший вклад в определение интенсивности геномного действия тиреоидных 

гормонов, обеспечивая прирост внутриклеточного Т3. У мышей с нокаутом гена D2 

наблюдается снижение концентрации Т3 примерно на 50% в некоторых отделах мозга при 

отсутствии изменения содержания Т3 в крови (Galton et al., 2007). Более того, высокая 

экспрессия и активность D2 в буром жире обеспечивает увеличение доли занятых TR с 60 до 

более 95% у крыс, адаптированных к холоду (Bianco, Silva, 1987a; Bianco, Silva, 1987b; Bianco, 

Silva, 1988; Jones et al., 1986; Silva, Larsen, 1985). Взаимосвязь активности D2 и интенсивности 

геномного действия тиреоидных гормонов в буром жире подтверждается и экспериментами на 

трансгенных мышах с люциферазным репортером под промотором, содержащим TRE 

(Mohácsik et al., 2018).  

Особенная физиологическая значимость D2 для реализации геномного действия 

тиреоидных гормонов может быть связана с ее внутриклеточной локализацией в ЭПР в 

непосредственной близости от ядра (Baqui et al., 2000). Вероятно, благодаря этому Т3, 

образованный под влиянием D2, остается в клетке в течение нескольких часов, тогда как Т3, 

продуцированный D1, покидает клетку в течение 30 минут (Gereben et al., 2008; Larsen et al., 

1981).  
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В связи с вышесказанным, для клеток, содержащих D2, уровень ее экспрессии может 

быть одним из важных факторов, определяющих интенсивность геномного действия 

тиреоидных гормонов. 

 

1.4 Регуляция экспрессии дейодиназы 2 типа 

 

1.4.1 Общие принципы регуляции 

Регуляция экспрессии дейодиназы 2 типа может осуществляться как на 

транскрипционном, так и на посттранскрипционном уровне (Gereben, Salvatore, 2005; Gereben et 

al., 2008). При регуляции на транскрипционном уровне наблюдается изменение мРНК D2. 

Изменения мРНК D2 может быть достаточно для изменения активности дейодиназы, как это 

было впервые обнаружено при стимуляции бурой жировой ткани агонистами адренорецепторов 

(Jones et al., 1986; Silva, Larsen, 1983). 

Регуляция на посттранскрипционном уровне осуществляется за счет изменения скорости 

деградации белка путем его убиквитинирования и деубиквитинирования. Процесс 

убиквитинирования и последующей протеасомной деградации D2 определяет ее относительно 

короткое время полужизни – около 40 минут (Gereben et al., 2000). Короткое время полужизни 

D2 имеет физиологическую значимость, так как благодаря ему возможно быстрое изменение 

уровня внутриклеточной концентрации Т3 и насыщения TR.  

В соответствии с этим, активность D2 может быть интегральным показателем 

экспрессии D2, и в следующих разделах мы будем учитывать работы, в которых оценивали как 

уровень мРНК и белка D2, так и ее активность. Нужно отметить, что 5’-дейодиназную 

активность D2 можно отличить от активности D1 по кинетическим ферментативным 

параметрам (например, константе Михаэлиса) и по отсутствию чувствительности к 

тиреостатику пропилтиоурацилу (Croteau et al., 1996; Mizuma et al., 2001). 

 

1.4.2 Регуляция тиреоидными гормонами 

К наиболее значимым регуляторам экспрессии D2 можно отнести тиреоидные гормоны. 

Они осуществляют регуляцию D2 и на транскрипционном, и на посттранскрипционном 

уровнях (Burmeister et al., 1997; Croteau et al., 1996).  

Зависимость экспрессии D2 от тиреоидного статуса была замечена уже в первых 

экспериментах по клонированию данного фермента. Потребление тиреостатика метимазола 

(ингибитор ключевого фермента синтеза тиреоидных гормонов – тиреопероксидазы) приводило 

к значительному увеличению содержания мРНК D2 в гипофизе, бурой и белой жировой ткани, 

коре больших полушарий крыс (Burmeister et al., 1997; Calvo, Obregon, 2011; Croteau et al., 
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1996). Кроме того, был обнаружен прирост активности D2 в большом количестве тканей: 

мозжечке, коре больших полушарий, гипофизе и буром жире (Croteau et al., 1996). Нужно 

отметить, что увеличение мРНК D2 в ткани не всегда сопровождалось увеличением ее 

активности (Burmeister et al., 1997). Гипотиреоз у мышей также приводил к росту содержания 

мРНК D2 в мозге, сердце и семенниках; эти изменения сопровождались увеличением или 

тенденцией к увеличению активности фермента (Wagner et al., 2003). 

Так как при гипотиреозе наблюдается компенсаторное увеличение мРНК и активности 

D2 во многих тканях, закономерно ожидать противоположные изменения при гипертиреозе. 

Действительно, введение Т3 приводило к 70% снижению мРНК D2 в гипофизе и гипоталамусе 

крыс (Croteau et al., 1996; Kim et al., 1998), но сопровождалось парадоксальным увеличением 

активности фермента в буром жире и коре больших полушарий (Croteau et al., 1996). Нужно 

отметить, что прирост активности D2 при гипертиреозе был значительно меньше, чем при 

гипотиреозе, и может быть следствием малой выборки в данных экспериментах.  

В других работах на крысах также было показано значительное снижение мРНК и 

активности D2 в коре больших полушарий в ответ на введение Т3 (Burmeister et al., 1997). 

Аналогичное уменьшение мРНК D2 было обнаружено в экспериментах in vitro на культурах 

клеток скелетных мышц человека и опухолевых клеток гипофиза крысы (Hosoi et al., 1999; Kim 

et al., 1998). У мышей введение Т3 приводило к снижению мРНК D2 в буром жире и сердце, но 

не в семенниках и коре больших полушарий. Отсутствие эффекта Т3 на кору больших 

полушарий может быть связано с высоким насыщением TR в этой области, так как при 

введении Т3 мышам с гипотиреозом мРНК D2 увеличивалось (Wagner et al., 2003). Интересно, 

что падение мРНК D2 не зависело от синтеза белка, что предполагает прямое негативное 

влияние Т3 на транскрипцию этого фермента, например, за счет так называемого негативного 

TRE в промоторе (Kim et al., 1998). Негативное действие Т3 на экспрессию D2 также 

подтверждалось значимой отрицательной связью между уровнем мРНК D2 и концентрацией 

свободного Т3 в крови (Burmeister et al., 1997). Аналогичная зависимость была обнаружена в 

сердце крыс (Борзых и др., 2020). 

Эффект Т4 на экспрессию мРНК и активность D2 отличался от эффекта Т3. При введении 

Т4 крысам наблюдалось значимое снижение активности, но не мРНК D2 в коре больших 

полушарий (Burmeister et al., 1997). В экспериментах на культуре клеток скелетных мышц 

человека Т4 уменьшал содержание мРНК D2, но в меньшей степени, чем Т3. При этом его 

негативный эффект на активность D2 был выражен сильнее, чем у Т3 (Hosoi et al., 1999). Это 

свидетельствует о том, что Т3 преимущественно осуществляет регуляцию экспрессии D2 на 

транскрипционном, а Т4 – на посттранскрипционном уровне. Этот вывод подтверждается 

отсутствием негативного эффекта Т4 на активность D2 при добавлении ингибитора синтеза 
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белка или ингибитора протеасом к культуре клеток гипофиза крысы (Steinsapir et al., 1998). 

Показано, что связывание Т4 с активным центром фермента стимулирует ее 

убиквитинирование, что подавляет активность и способствует деградации D2 в протеасомах 

(Gereben et al., 2008). Деградация D2 под действием Т4 является основой системы 

отрицательной обратной связи тиреоидной оси в гипофизе. Повышение концентрации Т4 

приводит к 50% снижению активности D2 без изменения содержания мРНК, в результате чего 

уменьшается экспрессия мРНК β-субъединицы тиреотропного гормона (Christoffolete et al., 

2006).  

То, что именно Т3, а не Т4, осуществляет регуляцию на транскрипционном уровне, 

подразумевает, что в промоторе D2 должен быть «негативный» TRE, однако, насколько нам 

известно, его до сих пор не идентифицировали. Возможно, негативные эффекты Т3 на 

транскрипцию D2 связаны с взаимодействием комплекса лиганд-TR с другими ядерными 

рецепторами или транскрипционными факторами (Singh et al., 2018). В этом случае влияние Т3 

на экспрессию мРНК D2 может быть тканеспецифичным и зависеть от содержания 

дополнительных транскрипционных факторов. Это предположение согласуется с описанным 

выше неодинаковым изменением экспрессии D2 в разных тканях при гипертиреозе. 

 

1.4.3 Регуляция адренергическими стимулами 

В связи с тем, что в промоторе гена D2 человека, крысы и мыши обнаружен 

функциональный цАМФ-чувствительный элемент (CRE), ее экспрессия положительно 

регулируется всеми стимулами, способными увеличивать содержание цАМФ в клетке (Bartha et 

al., 2000; Gereben et al., 2008). Наиболее исследована цАМФ-зависимая регуляция экспрессии 

мРНК и активности D2 в бурой жировой ткани крыс, необходимая для обеспечения 

адаптивного термогенеза. В ответ на холодовую экспозицию происходит активация 

симпатической нервной системы и выброс норадреналина из нервных волокон. Норадреналин 

связывается с β-адренорецепторами и увеличивает содержание цАМФ в клетках, в результате 

чего происходит увеличение содержания мРНК и активности D2. D2, в свою очередь, 

обеспечивает рост внутриклеточной концентрации Т3, который усиливает экспрессию 

разобщающего белка UCP1, обеспечивающего термогенез в буром жире (Bianco et al., 1988; 

Bianco et al., 2019; Bianco, Silva, 1988; Jones et al., 1986; Silva, Larsen, 1983). В связи с этим 

уровень симпатической иннервации также может быть одним из факторов, влияющих на 

экспрессию D2. 
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1.4.4 Регуляция другими стимулами 

Помимо агонистов адренорецепторов, к молекулам, способным увеличивать содержание 

цАМФ в клетках и таким образом усиливать экспрессию D2, также относятся флавонолы, 

распространенные компоненты пищи. Одним из наиболее мощных активаторов D2 из этой 

группы является кемпферол, который продемонстрировал способность к увеличению 

активности D2 в 50 раз в экспериментах на разных клеточных культурах (Bianco, Conceição da, 

2018). 

Глюкокортикоиды известны свои негативным действием на сигнальный путь цАМФ. 

Было показано, что ядерные рецепторы глюкокортикоидов могут мешать транскрипционным 

факторам связываться с CRE, таким образом ослабляя цАМФ-зависимую транскрипцию генов 

(Akerblom et al., 1988). В соответствии с этим, глюкокортикоиды должны подавлять экспрессию 

D2, однако данные литературы о регуляции экспрессии D2 глюкокортикоидами несколько 

противоречивы. Дексаметазон, синтетический глюкокортикоид, снижал активность D2 в 

культуре клеток нейробластомы мыши и плаценте человека (Gereben, Salvatore, 2005). В 

культуре бурых адипоцитов крыс дексаметазон и гидрокортизон также приводили к снижению 

активности D2 и, кроме того, предотвращали адренергическую цАМФ-зависимую стимуляцию 

экспрессии мРНК D2 (Martinez-deMena et al., 2016). Интересно, что при этом добавление 

дексаметазона приводило к небольшому увеличению базального уровня мРНК D2, по-

видимому, за счет стабилизации молекулы. В культуре клеток гипофиза крысы дексаметазон 

также стимулировал экспрессию D2 - вызывал транзиторное увеличение содержания мРНК D2 

в 2.5 раза (Kim et al., 1998). По-видимому, регуляция D2 глюкокортикоидами может быть 

тканеспецифичной, а также происходить на разных уровнях – как на транскрипционном, так и 

на посттранскрипционном. 

Действие прогестерона также может быть опосредовано цАМФ. Было показано, что 

активность D2 в матке крыс увеличивается в ответ на прогестерон (Wasco et al., 2003). Более 

того, у овариэктомированных крыс наблюдается снижение уровня прогестерона и мРНК D2 во 

всех исследованных тканях, включающих печень, почки, мозг, щитовидную железу и 

бедренную кость. При этом после овариэктомии наблюдалась значимая положительная 

корреляция между концентрацией прогестерона в крови и уровнем мРНК D2 (Awad, Alrefaie, 

2014). Это позволяет предположить, что тиреоидные дисфункции у женщин в период 

постменопаузы отчасти связаны с уменьшением локальной активации тиреоидных гормонов. 

Активация рецепторов тиреотропного гормона связана с увеличением содержания 

цАМФ в клетках. При добавлении тиреотропного гормона к культуре клеток щитовидной 

железы человека наблюдалось увеличение активности и уровня мРНК D2 (Murakami et al., 

2001). Увеличение экспрессии мРНК и активности D2 в скелетных мышцах тренированных 
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мышей также оказалось опосредованно цАМФ-зависимым механизмом (Bocco et al., 2016). В 

нашей работе, продемонстрировавшей отрицательную корреляцию уровня свободного Т3 в 

крови и мРНК D2 в сердце у тренированных крыс, этот механизм не был исследован (Борзых et 

al., 2020).  

К прочим факторам, влияющим на экспрессию D2, относятся липополисахарид и 

связанные с воспалительным ответом факторы. Было показано, что липополисахарид 

увеличивает содержание мРНК D2 в гипоталамусе и первичной культуре таницитов мыши по 

NFκB-зависимому механизму (Vries De et al., 2014). Интересно, что активность и уровень мРНК 

D2 в культуре клеток скелетной мышцы человека уменьшались в присутствии фактора некроза 

опухолей TNFα, хотя он является одним из участников сигнального пути NFκB (Hosoi et al., 

1999).  

Спектр факторов, способных регулировать экспрессию D2, очень широк и разнообразен. 

Такое изобилие участников регуляции может косвенно свидетельствовать о важности 

фермента, так как его активность подвергается тонкой настройке в соответствии с нуждами 

ткани. 

 

1.4.5 Регуляция экспрессии дейодиназы 2 типа в сосудах 

D2 – основная дейодиназа, которая экспрессируется в сосудах. Ее экспрессия была 

обнаружена в различных культурах эндотелиальных клеток, гладкомышечных клеток аорты и 

коронарных артерий человека, а также в аорте, подкожной артерии и артериях тонкого 

кишечника крыс (Aoki et al., 2015; Kasahara et al., 2006; Mizuma et al., 2001; Sofronova et al., 

2017; Yasuzawa-Amano, Toyoda, 2004). В одном исследовании была показана экспрессия D3 в 

эндотелии кровеносных сосудов пуповины человека (Huang et al., 2003), а в другом 

детектировали экспрессию всех трех форм дейодиназ в линиях эндотелиальных клеток HMEC-1 

и HUVEC, а также в гомогенате аорты крысы (Sabatino et al., 2015). Тем не менее, так как в 

большинстве работ не обнаружена активность или мРНК других изоформ дейодиназ в стенке 

артерий, можно считать D2 преобладающей изоформой. В соответствии с этим, уровень 

экспрессии D2 может быть значимым фактором, определяющим интенсивность геномного 

действия D2 на сосуды и способным влиять на их вазомоторные реакции. Физиологическая 

роль D2 в сосудах подтверждается клиническими данными о сосудистых нарушениях, 

сопровождающих инактивирующий полиморфизм Thr92Ala гена D2. Данный полиморфизм 

наблюдается у 15-30% людей в выборке из популяции белых европейцев (Dora et al., 2010; 

Gumieniak et al., 2007). Наличие аллеля Thr92Ala не влияло на содержание свободных 

тиреоидных гормонов или тиреотропного гормона в крови, но приводило к двухкратному 

увеличению риска развития гипертензии у носителя полиморфизма даже в случае гетерозиготы 
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(Gumieniak et al., 2007). Наличие хотя бы одного аллеля Thr92Ala также увеличивало риск 

развития преэклампсии у беременных женщин. В случае тяжелой преэклампсии у носительниц 

Thr92Ala рождались дети с более низкой массой тела (Procopciuc et al., 2017). 

Несмотря на это, исследования механизмов регуляции экспрессии D2 в сосудах 

немногочисленны и фрагментарны. Часть работ проведена на клеточных линиях 

эндотелиальных или гладкомышечных клеток (Mizuma et al., 2001; Sabatino et al., 2015), что 

ограничивает применимость этих данных. Как упоминалось выше, известно, что уровень 

экспрессии D2 зависит от тиреоидного статуса организма, но содержание мРНК D2 может 

изменяться по-разному в разных тканях, а в случае сосудов – в разных регионах кровеносного 

русла. 

В линии эндотелиальных клеток микрососудов кожи человека HMEC-1 Т3 не влиял на 

уровень мРНК D2, тогда как Т4 уменьшал ее содержание. При этом уровень белка D2 не 

изменялся (Sabatino et al., 2015). В экспериментах на культуре гладкомышечных клеток 

коронарных артерий человека были обнаружены классические эффекты тиреоидных гормонов 

на экспрессию D2: Т3 в большей степени, чем Т4, снижал уровень мРНК, а Т4 сильнее уменьшал 

активность фермента (Mizuma et al., 2001). 

На данный момент существует всего две работы, в которых оценивали регуляцию 

экспрессии D2 в артериях in vivo. Гипотиреоз не влиял на содержание мРНК, но увеличивал 

активность D2 в стенке аорты взрослых крыс (Yasuzawa-Amano, Toyoda, 2004). Гипотиреоз 

также не влиял на уровень мРНК D2 в подкожной артерии и артериях тонкого кишечника 2-

недельных крысят (Sofronova et al., 2017). Влияние избытка Т3 in vivo на экспрессию D2 в 

резистивных артериях взрослых животных пока не было изучено.  

Стимулирующее влияние агонистов α1- и β-адренорецепторов на экспрессию мРНК и 

активность D2 было показано в аорте крыс (Yasuzawa-Amano, Toyoda, 2004). Аналогичные 

положительные эффекты синтетических аналогов цАМФ были показаны в экспериментах на 

клеточной культуре гладкомышечных клеток человека (Kasahara et al., 2006; Mizuma et al., 

2001). Основным источником адреноагонистов для артерий в организме являются волокна 

симпатической нервной системы. При этом плотность иннервации артерий неодинакова в 

разных органах. В связи с этим представляет большой интерес изучение симпатической 

регуляции экспрессии D2 в зависимости от плотности иннервации артерии.  

К факторам, которые могут влиять на экспрессию D2 в сосудистом русле, относятся 

глюкокортикоиды и тромбоцитарный фактор роста. Показано, что дексаметазон подавляет 

активность и уровень мРНК D2 в гладкомышечных клетках сосудов крыс по цАМФ-

зависимому механизму (Toyoda, Yasuzawa-Amano, et al., 2009). Тромбоцитарный фактор роста 
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подавляет экспрессию мРНК D2 в гладкомышечных клетках коронарных сосудов человека 

(Kasahara et al., 2006)  

Нужно отметить, что экспрессия мРНК D2 в сосудах имеет регионарную специфичность: 

например, у 2-недельных крысят ее уровень в подкожной артерии выше, чем в артериях 

тонкого кишечника (Sofronova et al., 2017). Гипотетически, такой паттерн экспрессии может 

быть связан с различным содержанием специфичных для сосудов факторов, например, с 

уровнем продукции оксида азота. В частности, паттерн содержания мРНК eNOS, основного 

источника оксида азота в артериях, обратен паттерну экспрессии D2 (Sofronova et al., 2017). 

Исходя из того, что D2 является основной дейодиназой сосудов, а регулируемое ею 

геномное действие тиреоидных гормонов приводит к изменению сократительных ответов 

артерий, можно предположить, что активность D2 может влиять на их вазомоторные реакции. 

Насколько нам известно, такой функциональный аспект активности D2 в артериях пока не 

изучен и данные такого рода в литературе отсутствуют. Подходящим методом в этом случае 

выглядит культивирование целых артерий (organ culture). В этом случае артерию помещают в 

питательную среду для культивирования и инкубируют в течение нескольких часов до 

нескольких суток в СО2-инкубаторе (5% СО2). Такой подход позволит оценить влияние 

ингибитора 5’-дейодирования на сократительные ответы артерий в отсутствие побочных 

эффектов, которые сопровождали бы его системное введение. 

 

1.5 Негеномный механизм действия тиреоидных гормонов 

Данный раздел обзора литературы содержит материалы, опубликованные в (Селиванова, 

Тарасова, 2020).  

Рецепторы и молекулярные механизмы передачи сигнала, обеспечивающие негеномное 

действие тиреоидных гормонов, весьма разнообразны и тканеспецифичны. Негеномные 

влияния тиреоидных гормонов на клетки одной и той же ткани могут опосредоваться 

различными рецепторами, локализованными в разных компартментах клетки – наружной 

мембране, цитоплазме или митохондриях. В данном разделе будут рассмотрены известные на 

данный момент рецепторы и сигнальные пути, обеспечивающие негеномное действие 

тиреоидных гормонов (Рис. 2). 



31 

 

 

Рис.2. Основные механизмы негеномного действия тиреоидных гормонов. 1 – T4 через 
рецептор TRΔα1 (укороченная изоформа TRα1) стимулирует полимеризацию актина; 2 – Т3 и Т4 
напрямую связываются с цитоплазматическими ферментами и изменяют их активность; 3 – Т3 
связывается с митохондриальным белком р28 (укороченная изоформа TRα1), что может 
увеличивать скорость окислительного фосфорилирования; 4 – Т3 через рецептор TRα1 
активирует каскад PI3K/Akt, увеличивая активность eNOS и продукцию NO; 5 – Т3 через 
рецептор TRβ1 активирует PI3K/Akt/mTOR каскад, что приводит к повышению экспрессии 
HIF-1α и белков, регулирующих углеводный обмен клетки; 6 – Т3 связывается с p30 TRα1 
(укороченная изоформа TRα1) и поcледовательно активирует eNOS, Src-киназу и ERK1/2, что в 
итоге стимулирует пролиферацию и рост клеток; 7 –Т3 связывается с сайтом S1 интегрина αvβ3 
и через Src-киназу запускает PI3K/Akt каскад, стимулирующий импорт TRα1 в ядро и 
экспрессию HIF-1α; 8 – Т3 связывается с сайтом S1 интегрина αvβ3 и через Src-киназу 
активирует FAK, стимулируя полимеризацию актина; 9 – Т3 и Т4 связываются с сайтом S2 
интегрина αvβ3 и через PKCα активируют ERK1/2, стимулируя транскрипцию 
пролиферативных генов и импорт транскрипционных факторов в ядро; 10 – Т3 и Т4 
связываются с сайтом S2 интегрина αvβ3 и активируют PKD1, которая стимулирует экспорт 
HDAC5 из ядра, увеличивая транскрипцию проангиогенных генов. Обозначения: αv и β3 – 
субъединицы интегрина αvβ3, CAV1 – кавеолин-1, eNOS – эндотелиальная NO-синтаза, ERα – 
рецептор эстрогенов, FAK – киназа фокальных контактов, F-актин – фибриллярный актин, G-
актин – глобулярный актин, GLUT1 – глюкозный транспортер 1, HDAC5 – деацетилаза 
гистонов 5, MCT4 – монокарбоксилатный транспортер 4, р35 – активатор циклин-зависимой 
киназы 5, PI3K – фосфоинозитид-3-киназа, PFKP – фосфофруктокиназа, PKCα – протеинкиназа 
Сα, PKD1 – протеинкиназа D1, PKG – протеинкиназа G, TAT1α – транскрипционный фактор, 
ZAKI-4α – эндогенный ингибитор кальцинейрина. Стрелками указано активирующее влияние 
на мишени, если не помечено иное (импорт белков в ядро или их экспорт из ядра). Цитировано 
по (Селиванова, Тарасова, 2020). 
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1.5.1 Негеномное действие тиреоидных гормонов, опосредованное 

цитоплазматическими белками  

Негеномное действие тиреоидных гормонов может быть опосредовано 

функциональными ядерными рецепторами (TRα1 и TRβ1), локализованными в цитоплазме 

клетки. Эффекты, инициированные ядерными рецепторами, относятся к негеномным в случае, 

если для они не требуют связывания рецепторов с ДНК (Flamant et al., 2017). Поскольку 

ядерные рецепторы обладают более высоким сродством к Т3, чем к Т4, данный вид негеномных 

эффектов инициирует преимущественно Т3 (Schroeder et al., 2014). 

Механизм негеномных эффектов, инициируемых TRβ1, включает в себя образование 

комплекса с p85α, регуляторной субъединицей фосфоинозитид-3-киназы (PI3K), в цитоплазме 

клетки. Например, добавление Т3 к культуре фибробластов кожи человека активирует PI3K и 

запускает каскад, в ходе которого происходит последовательная активация протеинкиназы Akt, 

ее транслокация в ядро, активация комплекса mTOR и увеличение экспрессии фактора ZAKI-

4α, эндогенного ингибитора кальцинейрина (Cao et al., 2005). Кальцинейрин является важным 

участником Ca2+-сигнализации в различных клетках, поэтому изменение его активности под 

действием Т3 может сказываться на функционировании различных тканей и организма в целом. 

Аналогичным образом Т3 способен усиливать экспрессию некоторых других генов, включая 

гены индуцируемого гипоксией фактора HIF-1α и его мишеней, регулирующих углеводный 

обмен клетки (глюкозный транспортер GLUT1, фосфофруктокиназа, монокарбоксилатный 

транспортер MCT4), что обеспечивает активацию гликолиза и может играть важную роль в 

адаптации клеток к гипоксии (Moeller et al., 2005). Активация каскада PI3K в результате 

связывания Т3 с TRβ1 также наблюдалась в культуре клеток GH4C1 (опухолевые клетки 

гипофиза крысы). По-видимому, такой негеномный механизм важен для развития нервной 

системы: у мышей с мутацией TRβ1, не затрагивающей его классические транскрипционные 

эффекты, но нарушающей образование комплекса с p85α и, соответственно, активацию PI3K, 

нарушается созревание пирамидных нейронов в области СА1 гиппокампа (Martin et al., 2014). 

Рецептор TRα1 также способен образовывать комплекс с p85α в цитоплазме и 

активировать PI3K/Akt каскад. В культуре эндотелиальных клеток сосудов человека Т3 

запускает данный каскад с последующим фосфорилированием eNOS в течение 10-20 минут 

(Hiroi et al., 2006). Такая негеномная активация eNOS может объяснять быстрое падение 

артериального давления, наблюдающееся у мышей в ответ на внутривенное введение Т3 (Hiroi 

et al., 2006).  

Укороченные изоформы ядерных рецепторов, не способные к связыванию c ДНК, также 

опосредуют негеномные эффекты тиреоидных гормонов. К таким изоформам относятся TRΔα1 
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и TRΔα2, которые, в отличие от TRα1 и TRα2, не содержат ДНК-связывающих доменов, и, 

соответственно, не обладают транскрипционной активностью (Plateroti et al., 2001). Они широко 

представлены в цитоплазме клеток мозга, кишечника и легких крысы (Chassande et al., 1997). 

Интересно, что обе изоформы (TRΔα1 и TRΔα2) обладают более высокой аффинностью к Т4 и 

rT3 (транскрипционно неактивный метаболит тиреоидных гормонов), чем к Т3. Рецептор TRΔα1 

опосредует быстрое увеличение содержания полимеризованного актина при добавлении Т4 или 

rT3 к культуре астроцитов (Davis et al., 2008; Siegrist-Kaiser et al., 1990). Этот эффект не связан с 

изменением содержания мРНК или белка актина в клетках, то есть не зависит от транскрипции. 

У мышей с нокаутом всех изоформ TRα (TRα0/0), но не с нокаутом только TRα2 и TRΔα2 

(TRα2- /- ) нарушается формирование актинового цитоскелета в астроцитах (Cheng et al., 2010). 

Так как Т3 не влияет на полимеризацию актина в астроцитах, этот эффект, по всей видимости, 

опосредован не высокоаффинной к Т3 изоформой TRα1, а именно TRΔα1. 

 

1.5.2 Негеномное действие тиреоидных гормонов, опосредованное мембранными 

белками  

Еще пионерские эксперименты по изучению негеномного действия тиреоидных 

гормонов показали существование мест их связывания на мембране эритроцитов (Botta et al., 

1983). Наличие мембранного рецептора тиреоидных гормонов было доказано путем 

использования конъюгата Т4 с агарозой, который не проникал внутрь клетки, но вызывал такие 

же эффекты, как и свободный Т4 (Lin et al., 1999).  

Мембранными посредниками негеномного действия тиреоидных гормонов могут 

служить укороченные изоформы ядерных рецепторов. В экспериментах на культурах 

первичных остеобластов человека (hPOBs) и остеобласт-подобных клеток мыши (MC3T3) Т3 

уже через несколько минут повышал уровень фосфорилирования и активности киназы Src, 

митоген-активируемых протеинкиназ ERK1/2 и киназы Akt. Анализ клеток с флоксированным 

геном TRα, а также генномодифицированных клеток, экспрессирующих разные изоформы 

TRα1, показал, что для проявления данного эффекта необходима изоформа p30 TRα1 (30 кДа), 

которая связана с липидными рафтами мембраны вместе с кавеолином-1 и eNOS. Связывание 

Т3 с p30 TRα1 сопровождается повышением внутриклеточной концентрации Са2+ и активацией 

eNOS, а далее – растворимой гуанилатциклазы и протеинкиназ G, Src, ERK1/2 и Akt 

(Kalyanaraman et al., 2014). Эти данные показывают, что негеномные эффекты Т3, опосредуемые 

p30 TRα1, могут играть важную роль в созревании и росте кости, так как активируемые каскады 

участвуют в регуляции пролиферации и выживания остеобластов. В остеобластах, лишенных 

TRα, нарушалась пролиферация, а введение аденовируса, содержащего p30 TRα1, приводило к 

ее частичному восстановлению (Kalyanaraman et al., 2014).  
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Важную роль в мембранной рецепции тиреоидных гормонов играет интегрин αvβ3 

(Bergh et al., 2005). Интегрины – это трансмембранные белки, обеспечивающие взаимодействие 

клеток с внеклеточным матриксом и передачу сигналов к цитоскелету клетки. Они состоят из 

двух субъединиц – α и β. У млекопитающих описаны 24 вида интегринов, которые образуются 

в результате комбинации 18 типов α-субъединиц и 8 типов β-субъединиц (Hynes, 1992). Все 

интегрины обладают большим внеклеточным доменом для связывания белков внеклеточного 

матрикса, а также других молекул, таких как факторы роста, гормоны, вирусные белки et al. 

(Lafoya et al., 2018; Robertson 2016). Интегрин αvβ3 – самый распространенный у 

млекопитающих, он экспрессируется практически на всех типах клеток. Это один из 8 

интегринов, содержащих сайт узнавания последовательности Arg-Gly-Asp (RGD), с этим 

сайтом связываются такие молекулы внеклеточного матрикса, как коллаген, витронектин, 

фибронектин и остеопонтин (Bergh et al., 2005; Xiong et al., 2002). Именно вблизи сайта 

узнавания RGD расположены идентифицированные при помощи кристаллографического и 

компьютерного анализа сайты связывания тиреоидных гормонов – S1 и S2 (Freindorf et al., 

2012). Взаимодействие Т3 и Т4 с этими сайтами блокируется пептидом RGD или тетраком 

(дезаминированный аналог тироксина), использование этих блокаторов позволяет подтвердить 

роль интегрина αvβ3 как посредника негеномных эффектов тиреоидных гормонов (Lin et al., 

2009). 

Домен S1 специфически связывает Т3 и активирует ассоциированную с внутриклеточной 

петлей интегрина Src-киназу, как было показано в экспериментах на клеточной линии глиомы 

человека U-87 MG (Lin et al., 2009). Src-киназа активирует каскад PI3K/Akt, в итоге происходит 

перемещение ядерных рецепторов TRα1 из цитоплазмы в ядро, а также увеличение экспрессии 

гена HIF-1α, повышающего устойчивость клеток к гипоксии (Lin et al., 2009). Помимо этого, в 

результате связывания Т3 с интегрином и последующей активации Src-киназы и PI3K может 

происходить активация киназы фокальных контактов (FAK), и белков, регулирующих 

полимеризацию актина, в частности, кортактина, N-WASP, Arp2/3. В клеточной линии рака 

молочной железы Т-47D это приводит к реорганизации актинового цитоскелета, усилению 

адгезии и миграции клеток (Uzair et al., 2019).  

Домен S2 способен связывать как Т3, так и Т4, однако обладает более высоким сродством 

к Т4 (Lin et al., 2009). Присоединение Т4 к домену S2 приводит к активации фосфолипазы С и 

далее протеинкиназы Сα, которая фосфорилирует и активирует ERK1/2 (Lin et al., 2009). 

ERK1/2 перемещаются в ядро, где фосфорилируют TRβ1, в результате чего увеличивается 

количество рекрутированных TRβ1 коактиваторов транскрипции (Davis et al., 2000). Кроме 

того, ERK1/2 могут фосфорилировать в цитоплазме такие белки как TRβ1, рецептор эстрогенов 
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ERα, транскрипционный фактор STAT1α и белок р35 (активатор циклин-зависимой киназы 5), 

стимулируя их транслокацию в ядро (Cao et al., 2009; Lin et al., 2009; Lin et al., 1999). 

Помимо сигнального пути ERK1/2, связывание Т4 с интегрином может активировать еще 

один сигнальный каскад, впервые показанный в эндотелиальных клетках пупочной вены 

человека (HUVEC) (Liu et al., 2014). В ходе него при взаимодействии Т4 с интегрином αvβ3 

происходит активация протеинкиназы D1 (прежнее название - Cμ), которая фосфорилирует 

деацетилазу гистонов IIa класса (HDAC5). HDAC5 подвергается экспорту из ядра, благодаря 

этому происходит усиление транскрипции генов-мишеней, отвечающих за ангиогенез, в том 

числе основного фактора роста фибробластов (bFGF). В конечном итоге Т4 стимулирует 

миграцию эндотелиальных клеток и образование капилляроподобных трубочек – 

предшественников сосудов (Liu et al., 2014).  

Нужно отметить, что на данный момент не для всех известных негеномных эффектов 

установлены опосредующие их рецепторы и сопряженные с ними сигнальные каскады. 

Например, Т3 стимулирует встраивание в мембрану и активность Na+/K+-АТФазы в 

альвеолярных клетках легких крыс за счет активации Src-киназы, PI3K и ERK1/2, однако до сих 

пор неизвестно, какой тип рецепторов опосредует эти эффекты (Lei 2011). Часть негеномных 

эффектов тиреоидных гормонов изучена лишь на феноменологическом уровне, в том числе, 

механизмы их быстрого влияния на тонус кровеносных сосудов (Axelband et al., 2010). 

 

1.5.3 Негеномное действие тиреоидных гормонов на сосудистую систему  

Как следует из выраженных изменений кровообращения при нарушении эутиреоидного 

статуса, тиреоидные гормоны играют важную роль в регуляции тонуса сосудов. Традиционно 

все изменения сосудистого русла, наблюдаемые при гипо- или гипертиреозе, связывали с их 

геномным действием. Тем не менее, по всей видимости, негеномное действие также может 

вносить свой вклад в наблюдаемые изменения, в частности снижение периферического 

сопротивления сосудов. Пока неизвестно, как соотносится вклад геномных и негеномных 

эффектов тиреоидных гормонов в изменения гемодинамики, наблюдаемые при нарушениях 

тиреоидного статуса. Однако сходные изменения тонуса артерий при остром и хроническом 

гипертиреозе (Deng et al., 2010; Iwata, Honda, 2004), а также быстрая динамика 

сосудорасширительных реакций на Т3 или Т4 (Zwaveling et al., 1997) предполагают, что вклад 

негеномных эффектов в тиреоидную регуляцию тонуса сосудов может быть весьма 

значительным.  

Снижение периферического сопротивления сосудов при гипертиреозе может быть 

связано, во-первых, с ростом и ветвлением сосудистого русла, то есть с ангиогенезом; во-
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вторых, с вазодилатацией, то есть со снижением тонуса сосудов. Как ангиогенез, так и 

вазодилатация могут быть результатом негеномного действия тиреоидных гормонов.  

 

1.5.3.1 Негеномное действие тиреоидных гормонов на ангиогенез  

Регуляторами ангиогенеза являются как Т4, так и Т3, молекулярные механизмы влияния 

которых на рост сосудов уже рассматривались выше (см. 1.5.2). Т4 инициирует ангиогенез 

путем связывания с сайтом S2 интегрина αvβ3 (Liu et al., 2014). В результате активации каскада 

αvβ3/PKD/HDAC5 в эндотелиальных клетках происходит стимуляции экспрессии 

проангиогенных генов, в том числе гена основного фактора роста фибробластов bFGF (Liu et 

al., 2014) . Важно, что Т4 способен вызывать ангиогенный эффект в концентрациях 10-100 нМ 

(Bergh et al., 2005), что примерно соответствует физиологическим концентрациям Т4 в крови 

(Gaynullina et al., 2017). 

Помимо стимуляции экспрессии bFGF, тиреоидные гормоны способны вызывать 

ангиогенез через увеличение экспрессии HIF-1α. Индукция транскрипции этого гена 

происходит при связывании Т3 с S1 сайтом интегрина αvβ3 (Lin et al., 2009). Именно 

увеличение экспрессии HIF-1α опосредует стимуляцию ангиогенеза при гипоксии (Luidens et 

al., 2010).  

Тетрак (ингибитор интегрина αvβ3) подавляет влияние тиреоидных гормонов на 

ангиогенез (Balzan et al., 2013; Yoshida et al., 2012). Вместе с тем показано, что тетрак может 

оказывать на ангиогенез собственное влияние, а именно ингибировать его в отсутствие 

тиреоидных гормонов. По всей видимости, это связано с влиянием тетрака на взаимодействие 

между интегрином αvβ3 и рецепторами ангиогенных факторов роста VEGF и bFGF (Luidens et 

al., 2010; Mousa et al., 2008).  

 

1.5.3.2 Негеномное действие тиреоидных гормонов на тонус сосудов  

Для разделения негеномных и геномных эффектов на тонус сосудов, как правило, 

используют временной фактор, относя быстрые изменения к негеномному влиянию, а 

отставленные во времени – к геномному (Gachkar et al., 2019). Эксперименты in vivo или на 

изолированных сосудах являются более физиологичными, однако они ограничивают спектр 

молекулярных методов, которые можно использовать для изучения механизмов негеномного 

действия. В связи с этим исследование молекулярных механизмов негеномного тиреоидного 

влияния часто проводится в культуре эндотелиальных или гладкомышечных клеток сосудов 

(Hiroi et al., 2006; Samuel et al., 2017), хотя результаты таких экспериментов не обязательно 

воспроизводятся на уровне сосудистых реакций.  
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Наиболее явным и известным уже продолжительное время негеномным эффектом 

тиреоидных гормонов на сосуды является быстрое расширение сосудов (вазодилатация), 

которое развивается в течение нескольких минут после добавления гормона (Barreto-Chaves et 

al., 2011; Geist et al., 2021; Yoneda et al., 1998). Такое влияние тиреоидных гормонов обнаружено 

у крысы (Lozano-Cuenca et al., 2016), мыши (Gachkar et al., 2019), хомяка (Colantuoni et al., 

2005), кролика (Kimura et al., 2006) и человека (Krasner et al., 1997; Schmidt et al., 2002). Этот 

эффект наблюдается как в артериях эластического типа, таких как аорта (Lozano-Cuenca et al., 

2016) или бедренная артерия (Cai et al., 2015), так и в более мелких артериях мышечного типа, 

например, в коронарных артериях (Yoneda et al., 1998), артериях тонкого кишечника (Geist et 

al., 2021), внутренней грудной артерии (Krasner et al., 1997) и артериолах скелетных мышц (Park 

et al., 1997). Обобщение данных о механизмах быстрой вазодилатации под действием 

тиреоидных гормонов приведено в таблице 2. 
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Таблица 2. Механизмы негеномного влияния тиреоидных гормонов в артериях разных 

органов, а также в культуре гладкомышечных или эндотелиальных клеток сосудов.  

Объект 

исследования 

Форма гормона, 

вызывающая 

вазодилатацию 

Участие эндотелия Механизм вазодилатации 

Аорта крысы  

и мыши 

Т3 (Carrillo-Sepulveda 

et al., 2010; Gachkar 

et al., 2019; Lozano-

Cuenca et al., 2016); 

Т4 не исследован 

Эндотелий участвует 

(Lozano-Cuenca et al., 

2016); 

Эндотелий не 

участвует (Carrillo-

Sepulveda et al., 

2010); 

Продукция NO в эндотелии 

(Lozano-Cuenca et al., 2016); 

Продукция NO в ГМК 

(Carrillo-Sepulveda et al., 

2010) 

Коронарные 

сосуды крысы 

Т3=Т4 (Yoneda et al., 

1998) 

Не исследовано Не связан с продукцией NO 

(Yoneda et al., 1998) 

Бедренная 

артерия крысы 

 и мыши 

T3 (Cai et al., 2015; 

Geist et al., 2021); 

T4 не исследован 

Эндотелий не 

участвует (Cai et al., 

2015) 

Не исследован 

Артериолы 

скелетных мышц 

крысы 

Т3>T4 (Park et al., 

1997) 

Эндотелий участвует 

наравне с гладкой 

мышцей (Park et al., 

1997) 

Связан с продукцией NO и 

простациклина эндотелием 

(Park et al., 1997) 

Артерии тонкого 

кишечника 

крысы и мыши 

T3 (Cai et al., 2015; 

Geist et al., 2021); 

T4>T3 (Zwaveling et 

al., 1997) 

Эндотелий участвует 

(Geist et al., 2021); 

Эндотелий не 

участвует (Cai et al., 

2015) 

Эндотелий участвует 

наравне с гладкой 

мышцей (Zwaveling, 

et al., 1997) 

Не связан с продукцией NO 

(Cai et al., 2015); 

Связан с продукцией NO 

(Geist et al., 2021; Zwaveling 

et al., 1997)  

См. продолжение на следующей странице
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Таблица 2. Продолжение 

Объект 

исследования 

Форма гормона, 

вызывающая 

вазодилатацию 

Участие эндотелия Механизм вазодилатации 

Культура 

эндотелиальных 

клеток сосудов 

T3 (Hiroi et al., 2006; 

Samuel et al., 2017); 

Т3>T4 (Aoki et al., 

2015) 

- Связан с активацией 

сигнального пути 

TRα1/PI3K/Akt (Aoki et al., 

2015; Geist et al., 2021; Hiroi 

et al., 2006; Samuel et al., 

2017)(Aoki et al., 2015; Geist 

et al., 2021; Hiroi et al., 2006)  

и увеличением продукции 

NO в результате активации 

eNOS (Geist et al., 2021; Hiroi 

et al., 2006; Samuel et al., 

2017) 

Культура 

гладкомышечных 

клеток сосудов 

T3 (Carrillo-Sepulveda 

et al., 2010; Ojamaa et 

al., 1996; Samuel et 

al., 2017); 

T4 не исследован 

- Не связан с продукцией NO 

(Ojamaa et al., 1996); 

Связан с опосредованной 

PI3K/Akt продукцией NO в 

результате активности nNOS 

и iNOS (Carrillo-Sepulveda et 

al., 2010) и активацией пути 

PKG/VASP (Samuel et al., 

2017) 

 

В большинстве экспериментов исследовали влияние только одной формы тиреоидных 

гормонов – Т3, однако в некоторых работах было проведено сравнение сосудорасширительных 

эффектов Т3 и Т4. Результаты такого сравнения несколько противоречивы: показано, что в 

коронарных артериях крысы Т3 и Т4 вызывают сопоставимые по величине реакции 

расслабления (Yoneda et al., 1998), тогда как в артериях тонкого кишечника крысы Т4 обладает 

более выраженным эффектом по сравнению с Т3 (Zwaveling et al., 1997). В мелких артериолах 

скелетных мышц крысы, напротив, более выражено влияние Т3 (Park et al., 1997). Такая 

неоднозначность экспериментальных данных предполагает, что в сосудах разных органов, а 

также на разных участках сосудистого русла негеномные эффекты тиреоидных гормонов могут 
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быть опосредованы рецепторами, различающимися по аффинности к Т3 и Т4 

(цитоплазматические или мембранные рецепторы или же разные сайты связывания интегрина 

αvβ3 (Рис.2)).  

Нужно отметить, что концентрации, в которых Т4 или Т3 способны вызывать 

расслабление сосудов, как правило, превышают концентрации этих гормонов в крови. 

Например, у крыс концентрация общего Т3 в сыворотке крови составляет несколько нмоль/л, а 

общего Т4 – до 100 нмоль/л (Gaynullina et al., 2017). Вместе с тем Т3 оказывает расслабляющее 

влияние на артерии крысы лишь в концентрации 100 нМ и выше (Carrillo-Sepulveda et al., 2010; 

Lozano-Cuenca et al., 2016). Интересно, что у мыши влияние Т3 на сходные артерии проявляется 

в концентрации, как минимум, на порядок более низкой, чем у крысы (Gachkar et al., 2019; Geist 

et al., 2021), несмотря на сопоставимое содержание Т3 в крови этих двух видов грызунов. Для Т4 

концентрация, в которой он вызывает расслабление мелких артерий крысы, также на порядок 

выше физиологической – более 1 мкМ (Zwaveling et al., 1997). Тем не менее, быструю 

вазодилатацию, вызываемую тиреоидными гормонами, нельзя считать лишь 

экспериментальным феноменом. Во-первых, в дистальном участке сосудистого русла 

эффективные концентрации тиреоидных гормонов значительно ниже, чем в более крупных 

сосудах: Т3 может вызывать расширение артериол, начиная с концентрации в несколько нМ 

(Colantuoni et al., 2005; Park et al., 1997), что лишь немного выходит за рамки физиологического 

диапазона концентраций. Во-вторых, известно, что в условиях естественной перфузии кровью 

сосуды более чувствительны ко многим регуляторным влияниям, чем в изолированном 

состоянии, в отсутствии потенцирующего влияния факторов, циркулирующих в крови (Mashina 

et al., 1988). По-видимому, тиреоидные гормоны не являются исключением, поскольку в 

условиях in vivo сосуды реагируют на более низкие концентрации этих гормонов, чем в 

условиях in vitro (Colantuoni et al., 2005; Napoli et al., 2007). Таким образом, прямое негеномное 

действие тиреоидных гормонов на сосуды может быть одним из физиологических механизмов 

регуляции их тонуса и сопротивления кровотоку. Хотя такое влияние более выражено в мелких 

артериолах, из-за методологических ограничений также необходимы эксперименты на более 

крупных артериях, позволяющие получить достаточную массу ткани для исследования 

механизмов тиреоидного влияния биохимическими и молекулярно-биологическими методами.  

Изменение тонуса кровеносных сосудов происходит в результате сокращения или 

расслабления расположенных в их стенке гладкомышечных клеток, а выстилающий сосуды 

изнутри эндотелий воспринимает «химические» сигналы из крови и в ответ секретирует 

вещества, которые в основном обладают сосудорасширяющим действием (Гайнуллина и др., 

2013; Mallat et al., 2017). Сопоставление эффектов тиреоидных гормонов на сосудистые 

препараты с сохраненным и удаленным эндотелием показало, что мишенью гормонов могут 
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являться как эндотелиальные, так и гладкомышечные клетки сосудистой стенки. В 

экспериментах на препаратах аорты крысы и артерий тонкого кишечника мыши расслабление в 

ответ на Т3 исчезало после удаления эндотелия (Geist et al., 2021; Lozano-Cuenca et al., 2016). В 

опытах на артериолах скелетных мышц крыс было обнаружено, что удаление эндотелия 

ослабляет, но не предотвращает вазодилатацию в ответ на Т3, то есть гормон способен 

воздействовать как на эндотелий, так и на гладкую мышцу (Park et al., 1997). Вместе с тем в 

бедренной артерии крысы была показала эндотелий-независимая природа индуцированного Т3 

расслабления (Cai et al., 2015). 

Наиболее функционально значимый механизм участия эндотелия в расширении сосудов 

связан с продукцией им оксида азота за счет активности эндотелиальной изоформы NO-синтазы 

(Гайнуллина и др., 2013). В аорте крысы расслабление в ответ на Т3 исчезало как под действием 

ингибиторов NO-синтазы или растворимой гуанилатциклазы (основная мишень NO в 

гладкомышечных клетках), как и при полном удалении эндотелия (Lozano-Cuenca et al., 2016). 

В артериях тонкого кишечника и артериолах скелетных мышц крысы, где расслабление в ответ 

на T3 частично зависит от эндотелия, ингибирование синтеза NO приводило к ослаблению 

вызванной Т3 или Т4 вазодилатации, но не подавляло ее полностью (Park et al., 1997; Zwaveling 

et al., 1997). В бедренной артерии, которая расслабляется под действием тиреоидных гормонов 

независимо от эндотелия, ингибирование синтеза NO также не влияло на вазодилатацию (Cai et 

al., 2015). Расслабление коронарных артерий в ответ на тиреоидные гормоны также не зависело 

от продукции NO (Yoneda et al., 1998).  

В ряде работ показано, что тиреоидные гормоны могут повышать синтез NO и в 

гладкомышечных клетках сосудов. При добавлении конкурентного ингибитора NO-синтаз L-

NAME наблюдалось уменьшение релаксирующего эффекта Т3 на препараты аорты с удаленным 

эндотелием (Carrillo-Sepulveda et al., 2010). Такое влияние L-NAME авторы связали с 

продукцией NO в гладкомышечных клетках и, в подтверждение этому, продемонстрировали 

повышение экспрессии нейрональной и индуцибельной изоформ NO-синтазы в культуре 

гладкомышечных клеток аорты крысы уже после 30-мин инкубации с Т3 (Carrillo-Sepulveda et 

al., 2010). В соответствии с этим, инкубация гладкомышечных клеток сосудов с Т3 приводила к 

фосфорилированию VASP – мишени, активируемой оксидом азота протеинкиназы G (PKG), 

маркера расслабления клетки (Samuel et al., 2017). Однако в экспериментах другой научной 

группы, также выполненных на культуре гладкомышечных клеток аорты крысы, было 

показано, что вызванное Т3 ослабление сокращения клеток (регистрируемое по изменению 

натяжения подложки) не связано с повышением синтеза NO (Ojamaa et al., 1996). В этой же 

работе не было выявлено эффектов Т3 на продукцию NO и содержание цГМФ в культуре 

эндотелиальных клеток аорты свиньи (Ojamaa et al., 1996). 
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Изучение механизмов негеномного влияния тиреоидных гормонов на эндотелий-сосудов 

проводилось в экспериментах на культуре эндотелиальных клеток пупочной вены человека 

HUVEC) и аорты быка (Hiroi et al., 2006). Было показано, что в цитоплазме эндотелиальных 

клеток Т3 связывается с комплексом ядерного рецептора TRα1 и регуляторной субъединицы 

p85 PI3K, что приводит к активации PI3K и Akt, фосфорилированию eNOS и повышению ее 

активности. Эти результаты согласуются с данными экспериментов с использованием мышей с 

нокаутом гена, кодирующего TRα1 (TRα0/0): артерии тонкого кишечника таких животных не 

расслабляются в ответ на Т3 (Geist et al., 2021; Liu et al., 2014). Нужно отметить, что у мышей с 

генотипом TRα0/0 не образуются все изоформы ядерных рецепторов TRα, в том числе и 

укороченные, которые также могут опосредовать другие негеномные эффекты Т3 (Flamant, 

Samarut, 2003; Geist et al., 2021) (Рис.2). 

Однако результаты работы (Aoki et al., 2015; Geist et al., 2021; Hiroi et al., 2006; Samuel et 

al., 2017) не объясняют механизм эндотелий- и NO-независимого расслабления сосудов под 

действием тиреоидных гормонов. Этот феномен, а также механизм негеномного действия Т4 на 

артерии пока остается предметом дальнейших исследований. 

Таким образом, негеномное действие тиреоидных гормонов – это важный аспект их 

регуляторного влияния в организме. Молекулярные механизмы негеномного влияния 

тиреоидных гормонов на сосудистую систему требуют дальнейшего изучения, при этом 

необходимо учитывать, что рецепторы и участники индуцируемых гормонами сигнальных 

каскадов могут различаться в сосудах разных органов или же в сосудах, расположенных на 

разных порядках ветвления сосудистого русла в одном органе. В том числе, разнообразие 

молекулярных механизмов, опосредующих негеномные эффекты тиреоидных гормонов, может 

объяснить неодинаковые изменения регуляции кровотока в разных органах при гипо- или 

гипертиреозе. Поскольку негеномные эффекты тиреоидных гормонов могут быть 

задействованы в развитии сердечно-сосудистых патологий, связанных с нарушениями 

тиреоидного статуса, изучение их механизмов актуально и с практической точки зрения: оно 

позволит выявить новые мишени для терапии сердечно-сосудистых нарушений, а также 

расширит диапазон терапевтического применения тиреоидных гормонов и их производных. 

*** 

Можно заключить, что на данный момент многие важные аспекты как геномной, так и 

негеномной тиреоидной регуляции сосудов остаются не исследованными, в том числе: 

регуляция экспрессии и функциональная роль дейодиназы 2 типа как одного из факторов, 

определяющего интенсивность геномных эффектов тиреоидных гормонов, а также детальный 

механизм негеномных влияний тиреоидных гормонов на вазомоторные реакции резистивных 

артерий.  
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2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1 Экспериментальные животные 

В экспериментах использовали половозрелых белых крыс Вистар, полученных из 

вивария ФГБНУ НИИ общей патологии и патофизиологии (г. Москва) и вивария ГНЦ РФ 

ИМБП РАН (г. Москва). При работе с животными соблюдались требования, сформулированные 

в Директиве Совета Европейского сообщества 2010/63/EU об использовании животных для 

экспериментальных исследований. Заявки на проведение экспериментов были одобрены 

комиссией по биоэтике МГУ. Крыс содержали в стандартных условиях комнаты для 

передержки животных кафедры физиологии человека и животных биологического факультета 

МГУ имени М.В. Ломоносова при 12-часовом световом дне (период яркого освещения 09:00-

21:00) при свободном доступе к пище и воде. Время адаптации животных к условиям 

содержания после транспортировки составляло не менее 7 дней.  

 

2.2 Объект исследования 

В качестве основного объекта исследования была выбрана артерия икроножной мышцы 

(суральная артерия, a. suralis). Это артерия мышечного типа, обеспечивающая питание кровью 

скелетной мышцы задней конечности. Она имеет две ветви: медиальную и латеральную 

(внешнюю и внутреннюю, соответственно), снабжающих кровью соответствующие головки 

икроножной мышцы. В предварительной серии экспериментов мы показали, что две ветви 

суральной артерии сходны по реакциям на различные регуляторные воздействия. Поэтому 

далее в экспериментах использовали обе ветви, равномерно распределяя сегменты латеральной 

и медиальной ветвей между экспериментальными группами. Для сравнения в исследованиях, 

посвященных регуляции экспрессии D2 in vivo, использовали артерии тонкого кишечника 

(ветви верхней брыжеечной артерии 2-3 порядка ветвления, a. mesenterica).  

Выбор этих двух типов артерий был обусловлен:   

1) их принадлежностью к резистивным артериям, тонус которых определяет уровень 

системного артериального давления (Magder, 2018);  

2) принадлежностью к разным в функциональном отношении регионам сосудистого 

русла; 

3) функциональными отличиями, в частности, разным уровнем экспрессии eNOS и 

разной плотностью симпатической иннервации.  
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В подготовительной части работы было проведено сравнение характеристик этих двух 

типов артерий с использованием методов визуализации интрамуральных адренергических 

нервных волокон и ПЦР-РВ. 

 

2.3 Экспериментальные модели 

Для изучения влияния тиреоидного статуса, хронической неонатальной десимпатизации 

и хронического подавления синтеза NO на уровень экспрессии D2 в артериях крыс были 

использованы соответствующие экспериментальные модели. 

 

2.3.1 Модель хронического гипертиреоза  

В эксперименте по изучению влияния тиреоидного статуса на экспрессию мРНК D2 

использовали две группы половозрелых самцов крыс: контроль и гипертиреоз.  

Гипертиреоз вызывали путем подкожного введения раствора Т3 (300 мкг/кг, объем 

введения 1 мкл/кг, Sigma, Aldrich, T2877, США) в область холки каждый второй день. В связи с 

низкой растворимостью гормона в воде сначала готовили маточный раствор Т3 30 мг/мл в 2 M 

NaOH, который затем разводили в 100 раз фосфатно-солевым буфером, титровали HCl до 

достижения рН=8.1 (титрование раствора до более нейтрального значения рН не 

представлялось возможным ввиду выпадения гормона в осадок). Маточный раствор и раствор 

для инъекций готовили непосредственно в день введения крысам, для введения использовали 

инсулиновый шприц c иглой 27G. Использование NaOH в качестве растворителя при инъекциях 

тиреоидных гормонов является стандартным методическим приемом (Rodriguez-Gomez et al., 

2013). Использование другого растворителя, например, диметилсульфоксида (ДМСО), было 

нежелательным в связи с его потенциальными побочными эффектами при введении крысам в 

достаточно большом объеме (250-300 мкл/крысу).  

Для исключения потенциального влияния многократных инъекций раствора со 

сравнительно высоким рН на результаты эксперимента контрольным крысам проводили 

подкожные инъекции растворителя в эквивалентном объеме. 

Общая длительность воздействия составила 5 недель. На протяжении 5 недель регулярно 

проводили учет массы тела животных и объема потребляемой ими жидкости. На 4 неделе 

эксперимента у крыс проводили адаптационное и основное измерения систолического 

артериального давления плетизмографическим методом (tail-cuff) с интервалом в 4 дня. В конце 

5 недели эксперимента крыс декапитировали при помощи гильотины, собирали смешанную 

кровь и выделяли суральные артерии. Часть суральных артерий сразу помещали в 

стабилизирующий РНК буфер RNA-later (Qiagen, Голландия), через 60 минут замораживали и 

хранили при температуре -20⁰С до последующего анализа экспрессии генов при помощи ПЦР-
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РВ. Другую часть суральных артерий замораживали в жидком азоте и хранили при температуре 

-70⁰С до последующего анализа содержания белка методом Вестерн блот. 

 

2.3.2 Модель хронической неонатальной десимпатизации  

Для изучения роли симпатической иннервации в регуляции экспрессии мРНК D2 

использовали модель хронической неонатальной десимпатизации с помощью гуанетидина 

сульфата (Santa Cruz Biotechnology, 645-43-2, США) (Kostyunina et al., 2020). Введение 

гуанетидина с 1-2 дня после рождения предотвращает развитие нейронов симпатических 

ганглиев у крыс (Родионов и др., 1988). Для использования этой модели было необходимо 

получить новорожденных крысят, в связи с этим половозрелых самцов и самок ссаживали на 

неделю в клетку в соотношении 2:3 или 2:2. Затем самок содержали в индивидуальных клетках 

и проводили ежедневный мониторинг их состояния здоровья и массы тела. В день родов самок 

и их потомство взвешивали, после чего ограничивали помет до 8 голов удалением крысят 

женского пола. Самок вместе с потомством случайным образом распределяли на две группы: 

контроль и десимпатизация. В группе десимпатизация крысятам делали подкожные инъекции 

гуанетидина в области холки со второго по 54-56 день жизни шесть раз в неделю. Для введения 

использовали инсулиновый шприц объемом 0.5 мл с иглой 30G. Гуанетидин растворяли в 

физиологическом растворе (0.9% NaCl), крысятам контрольной группы вводили эквивалентный 

объем растворителя. Раствор гуанетидина готовили каждые два дня. Доза гуанетидина со 2 по 

14 день жизни составляла 25 мг/кг, а с 15 по 54–56 день жизни – 50 мг/кг. Объем введения 

составлял 1–2.5 мкл/г.  

На протяжении всего эксперимента осуществляли мониторинг массы тела животных. 

Чтобы исключить острое влияние гуанетидина, инъекции прекращали за два дня до взятия 

животного в эксперимент. В день эксперимента животных декапитировали при помощи 

гильотины, собирали смешанную кровь и выделяли суральные и брыжеечные артерии. 

Большую часть артерий сразу помещали в стабилизирующий РНК буфер RNA-later (Qiagen, 

Голландия), и через 60 минут замораживали и хранили при температуре -20⁰С до 

последующего анализа экспрессии генов методом ПЦР-РВ. Часть суральных артерий 

замораживали в жидком азоте и хранили при температуре -70⁰С до последующего анализа 

содержания белка методом Вестерн блот. В части артерий проводили оценку плотности 

сплетения адренергических нервных волокон. 

 

2.3.3 Модель хронического подавления синтеза оксида азота  

Для изучения роли NO в регуляции экспрессии D2 использовали модель хронического 

подавления синтеза оксида азота. Половозрелых самцов крыс случайным образом распределяли 
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на две группы: контрольную и L-NAME. Крысы группы L-NAME получали конкурентный 

ингибитор NO-синтаз L-NAME (Chem Impex, 03026, США) с питьевой водой в концентрации 

500 мг/л в течение 11 дней. Крысы контрольной группы получали обычную питьевую воду. На 

протяжении всего эксперимента проводили мониторинг массы тела и потребления жидкости 

животными. Для верификации модели у всех животных несколько раз измеряли систолическое 

артериальное давление плетизмографическим методом (tail-cuff): за три дня и накануне 

эксперимента, а также на шестой и 11 дни потребления L-NAME. На 12 день после начала 

потребления ингибитора крыс декапитировали при помощи гильотины (при этом собирали 

смешанную кровь) и выделяли суральные и брыжеечные артерии. Артерии сразу помещали в 

стабилизирующий РНК буфер RNA-later (Qiagen, Голландия), и через 60 минут замораживали и 

хранили при температуре -20⁰С до последующего анализа экспрессии генов при помощи ПЦР-

РВ. Часть суральных артерий замораживали в жидком азоте и хранили при температуре -70⁰С 

до последующего анализа содержания белка методом Вестерн блот. 

 

2.3.4 Методики, использовавшиеся для характеристики экспериментальных 

моделей 

Для характеристики использованных экспериментальных моделей оценивали 

содержание тиреоидных гормонов и метаболитов NO в крови крыс, измеряли систолическое 

артериальное давление неинвазивным способом, а также проводили визуализацию сплетения 

адренергических нервных волокон в стенке артерий.  

 

2.3.4.1 Получение сыворотки крови 

Цельную кровь собирали после декапитации в стеклянный стакан, 20 минут держали при 

комнатной температуре (20-25ºС), а затем на 40 минут помещали в холодильник (4ºС) для 

ретракции сгустка. Далее пробы центрифугировали 15 минут при 5000 об/мин (1677 g, 

Eppendorf Minispin, ротор F-45-12-11), отбирали сыворотку, замораживали ее и хранили при 

-20ºС до проведения анализа. 

 

2.3.4.2 Определение концентраций тиреоидных гормонов в сыворотке крови 

Для определения концентрации тиреоидных гормонов использовали метод 

одностадийного иммуноферментного анализа, основанного на конкуренции гормона из 

исследуемой сыворотки и гормона, меченого пероксидазой хрена, за центры связывания 

специфичных к гормону антител, иммобилизованных на поверхности лунок планшета.  

Измерения общего и свободного Т3 и Т4 проводили с использованием коммерческих 

наборов компании ЗАО «НВО Иммунотех» (Россия) согласно инструкциям производителя. 
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Оптическую плотность лунок оценивали при помощи планшетного ридера Multiskan EX 

(Thermo Electron Corporation, Германия). Каждый образец измеряли в двух повторностях 

(дуплетах), при обработке их значения усредняли. 

 

2.3.4.3 Определение метаболитов NO в сыворотке крови 

Содержание метаболитов NO в сыворотке проводили по методу Грисса (Giustarini et al., 

2008). Для этого равный объем сыворотки смешивали с 0.5 М ZnCl2, встряхивали на вортексе в 

течение 1-2 мин и центрифугировали 15 мин при 10000 об/мин (6700 g, Eppendorf Minispin, 

ротор F-45-12-11), затем отбирали супернатант. К супернатанту добавляли два объема 

хлороформа, перемешивали, центрифугировали 10 мин в тех же условиях. Полученный 

депротеинизированный и обезжиренный супернатант вносили в лунки планшета дуплетами по 

80 мкл, затем добавляли 80 мкл 0.8% VCl3, 40 мкл 2% сульфаниламида и 40 мкл 0.1% N-

нафтилэтилендиамина и инкубировали в течение 60 минут в термостате при 37ºС для 

восстановления нитратов до нитритов. После инкубации измеряли оптическую плотность на 

ридере Multiskan EX (Thermo Electron Corporation, Германия) при 540 нм. Для вычисления 

концентрации сравнивали полученные значения с калибровочной прямой, построенной с 

использованием стандартных растворов NaNO2 c концентрациями от 0 до 100 мкМ. 

Эффективность восстановления оценивали по пробе с 100 мкМ NaNO3. 

 

2.3.4.4 Измерение систолического артериального давления плетизмографическим 

методом (tail cuff) 

Определение систолического артериального давления проводили плетизмографическим 

методом с использованием системы «Систола» (Нейроботикс, Россия). Все измерения 

артериального давления проводили в одно и то же время суток (с 14:00 до 18:00). 

Крысу нагревали в клетке, расположенной на электрической грелке с температурой 

около 30-35ºС, на 10 минут. После животное помещали в рестрейнер подходящего размера. 

Рестрейнер с крысой ставили на аналогичную электрическую грелку на столе и накрывали 

переднюю часть рестрейнера салфеткой из темной непрозрачной ткани. На хвосте крысы 

располагали манжету, а дистально от нее – инфракрасный датчик пульса. При наличии 

выраженной пульсовой волны повышали давление воздуха в манжете до 200 мм рт. ст, затем 

медленно снижали его до 50 мм рт. ст. При обработке записей уровень систолического 

давления определяли как давление в манжете, при котором появляются пики пульсовой волны. 

Для каждого животного проводили не менее пяти измерений (в зависимости от сходимости 

результатов), полученные значения усредняли. 
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2.3.4.5 Визуализация адренергических волокон в стенке артерий  

Для сравнения плотности симпатической иннервации суральных и брыжеечных артерий, 

а также для подтверждения эффективности неонатальной десимпатизации исследовали 

морфологию сплетения адренергических нервных волокон в стенке артерий. Визуализация 

волокон происходила благодаря образованию флуоресцирующего комплекса норадреналина с 

глиоксиловой кислотой (Axelsson et al., 1972; Björklund et al., 1972).  

После декапитации часть тела с артерией (фрагмент тонкого кишечника или задняя 

конечность) помещали в чашку, залитую полимером Sylgard, и закрепляли при помощи 

инъекционных игл. После этого наливали в чашку холодный (4ºС) препаровочный раствор 

следующего состава, мМ: NaCl 145; KCl 4.5; CaCl2 0.1; MgSO4 1; NaH2PO4 1.2; ЭДТА 0.025; 

HEPES 5 (pН = 7.4). Затем очищали артерию от жировой ткани и близлежащих вен при помощи 

хирургических микроножниц и тонкого пинцета под бинокулярным микроскопом Lieca EZ4 

(Leica Microsystems, Германия). После этого артерии разрезали вдоль, промывали в 

препаровочном растворе, и инкубировали 30 минут при комнатной температуре в фосфатно-

солевом растворе (NaCl 90 мМ, Na2HPO4*12H2O 10 мМ, рН=7.4) с добавлением глиоксиловой 

кислоты (2%) и сахарозы (10%). Затем артерии расправляли на предметном стекле адвентицией 

вверх, так, чтобы длина препарата была приблизительно равной его длине в теле крысы. Далее 

препарат высушивали под струей теплого воздуха (30 минут) и в сушильном шкафу при 

температуре 100˚С (5 минут). Высушенный препарат заливали вазелиновым маслом и 

накрывали покровным стеклом.  

Препараты артерий фотографировали с помощью микроскопа Axiovert 200 с цифровой 

камерой AxioCam HiRes (разрешение 1300×1030 пикселей, 8 бит/пиксель) (Zeiss, Германия) при 

двадцатикратном увеличении. Из общего излучения источника (ртутная лампа HB0103) свет, 

возбуждающий люминесценцию, выделяли с помощью системы светофильтров S25. Значения 

длины волны возбуждающего света и исследуемой люминесценции составляли 380-440 и 440-

480 нм, соответственно.  

 

2.4 Культивирование артерий 

 

2.4.1 Условия культивирования  

Для культивирования артерий использовали СО2-инкубатор MCO-170AIC-PE (Panasonic-

Sanyo, Япония). Внутри инкубатора поддерживались температура 37°С и концентрация СО2 5% 

(остальные 95% занимал атмосферный воздух). Сегменты артерий инкубировали в 24-луночных 

пластиковых планшетах по отдельности, то есть каждый сегмент располагали в своей лунке.  
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Культивирование артерий в присутствии ингибитора 5’-дейодирования с последующей 

регистрацией сократительных ответов было необходимо для определения вклада D2 в Т3-

зависимую регуляцию тонуса сосудов. Это предъявляло определенные требования к составу 

культуральной среды. В частности, в связи с этим в состав среды не должна входить фетальная 

сыворотка, так как она содержит Т3 и Т4, что может влиять на результаты эксперимента (Bianco 

et al., 2014). Кроме того, факторы роста в составе фетальной сыворотки могут вызвать 

частичную дедифференцировку гладкомышечных клеток, что может ослабить сократительные 

ответы артерий и затруднить интерпретацию полученных данных (Morita et al., 2010). 

В связи с этим для культивирования использовали бессывороточную среду следующего 

состава: DMEM с глутамином (содержание глюкозы 4.5 г/л) и среда F12 в одинаковом 

соотношении, с добавлением 250 ед./мл стрептомицина и 250 ед./мл пенициллина (все реактивы 

– ПанЭко, Россия). Для приготовления среды и распределения ее по лункам использовали 

серологические пипетки. В каждую лунку добавляли по 1.5 мл среды. При культивировании в 

течение 48 часов среду заменяли на свежую через 24 часа после начала культивирования. 

Приготовление среды, манипуляции с планшетами, перенос артерий в планшеты осуществляли 

в стерильной зоне внутри ламинарного бокса (LamSystems, Россия). При выемке сосудов или 

замене среды проводили визуальный осмотр лунок на наличие бактериальной или грибковой 

контаминации. 

 

2.4.2 Определение оптимального срока культивирования для оценки 

функциональной роли D2 в сосудах 

Для успешного использования методики культивирования артерий (organ culture) с 

целью исследования функциональной роли D2 было необходимо определить длительность 

культивирования, при которой: 

- не происходит выраженного снижения содержания мРНК D2 и рецепторов TRα; 

- не происходит выраженного изменения вазомоторных реакций артерий. 

После декапитации задние конечности крысы помещали в чашки с полимером Sylgard, и 

закрепляли при помощи инъекционных игл. После этого аккуратно выделяли суральные 

артерии целиком (обе ветви вместе) из окружающих тканей при помощи микроножниц и 

тонкого пинцета в холодном (4 ºС) препаровочном растворе следующего состава, мМ: NaCl 

145; KCl 4.5; CaCl2 0.1; MgSO4 1; NaH2PO4 1.2; ЭДТА 0.025; HEPES 5 (pН = 7.4). Часть артерий 

сразу после выделения помещали в стабилизирующий РНК буфер RNA-later (Qiagen, 

Голландия), через 60 минут замораживали и хранили при температуре -20⁰С до проведения 

ПЦР-РВ (интактные артерии, не подвергавшиеся культивированию). Остальные артерии 

случайным образом распределяли на три группы: культивируемые в течение 8, 24 или 48 часов. 
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Культивирование проводили в условиях, описанных в разделе 2.4.1. Сразу после окончания 

культивирования препараты также помещали в стабилизирующий РНК буфер RNA-later 

(Qiagen, Голландия), через 60 минут замораживали и хранили при температуре -20⁰С до 

проведения ПЦР-РВ. 

Влияние условий культивирования на вазомоторные реакции артерий икроножной 

мышцы исследовали в отдельной серии экспериментов, в которой длительность 

культивирования составила 12 часов (препараты помещали в СО2-инкубатор вечером и 

вынимали утром следующего дня). Затем сравнивали реакции культивированных и 

свежеизолированных артерий.  

 

2.4.3 Оценка функциональной роли D2 в сосудах 

Для оценки функциональной роли D2 в сосудах был выбран срок культивирования 12 

часов. Определить вклад D2 в работу сосудов можно при помощи ингибитора 5’-дейодирования 

– реакции конверсии Т4 в Т3, катализируемой D2 (Рис.1, таблица 1). Таким ингибитором 

является иопаноевая кислота (IOP) (Coppola et al., 2005). 

После выделения суральные артерии случайным образом распределяли на четыре 

группы, которые далее культивировали в присутствии:  

1) ДМСО (растворитель для IOP и Т4, концентрация 0.15% об.); 

2) IOP (100 мкМ); 

3) T4 (субстрат D2, 50 пМ); 

4) Т4+IOP (50 пМ и 100 мкМ, соответственно).  

Концентрация Т4 была выбрана на уровне концентрации свободного Т4 в крови крыс 

(Gaynullina et al., 2017). В связи с тем, что и Т4, и IOP были растворены в ДМСО, все группы 

выравнивали по содержанию ДМСО в лунках (итоговая объемная концентрация – 0.15%).  

После культивирования часть артерий помещали в стабилизирующий РНК буфер RNA-

later (Qiagen, Голландия), после чего замораживали и хранили при температуре -20⁰С до 

проведения ПЦР-РВ. Другую часть артерий использовали для регистрации сократительной 

активности в изометрическом режиме.  

 

2.5 Регистрация сократительной активности артерий в изометрическом режиме  

 

2.5.1 Оборудование и подготовка к эксперименту 

Регистрацию сократительной активности артерий в изометрическом режиме 

осуществляли при помощи систем wire myograph: двух двухканальных (Dual Wire Myograph 

Systems – 410A и 420А) и двух четырехканальных (Multi Myograph System – 620M) (DMT, 
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Дания). Выделенные артерии разрезали на кольцевые сегменты длиной 2 мм и размещали их в 

камерах миографа на двух стальных проволоках толщиной 40 мкм (Рис. 3). Одна из проволок 

крепилась к головке, соединенной с микрометром, позволяющим контролируемо изменять 

расстояние между струнами (степень растяжения препарата). Вторая проволока крепилась к 

головке миографа, соединенной с тензометрическим датчиком. Показания тензометрических 

датчиков оцифровывали с частотой 10 Гц с использованием аналого-цифрового 

преобразователя E14-140 (L-CARD, Россия) и регистрировали в программе PowerGraph 3.3 

(ДИСофт, Россия). 

 

 

Рис. 3. Схема крепления сегмента артерии к головкам миографа. 

 

Камера миографа имеет объем 5 мл. Во время закрепления сосуда на проволоках в 

камере находился холодный препаровочный раствор с низким содержанием кальция для 

предотвращения излишних сокращений сегмента по время этой процедуры. Препаровочный 

раствор имел следующий состав, мМ: NaCl 145, KCl 4.5, CaCl2 0.1, MgSO4 1, NaH2PO4 1.2, 

ЭДТА 0.025, HEPES 5 (pН = 7.4). При необходимости, в закрепленном на проволоках сегменте 

сосуда механически удаляли эндотелий путем вращения крысиного уса в его просвете. 

После закрепления сосуда на проволоках раствор заменяли на рабочий с содержанием 

кальция, близким к его физиологическому уровню. Рабочий раствор имел следующий состав, 

мМ: NaCl 120, NaHCO3 26, KCl 4.5, CaCl2 1.6, MgSO4 1, NaH2PO4 1.2, D-глюкоза 5.5, ЭДТА 

0.025, HEPES 5. Для поддержания рН на уровне 7.4 раствор непрерывно аэрировали карбогеном 

(газовая смесь 95% О2+5% СО2). Препараты находились в рабочем растворе на протяжении 

всего эксперимента, кроме процедуры нормализации (см. раздел 2.5.2). 

После замены препаровочного раствора на рабочий камеру включали нагрев миографа, в 

течение эксперимента температура поддерживалась на уровне 37⁰С. После нагрева камеры 

переходили к процедуре нормализации. 
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2.5.2 Процедура определения оптимального растяжения сосуда 

Процедура определения оптимального растяжения сосуда («нормализация») позволяет 

установить значение длины окружности кольцевого препарата артерии, при котором сила 

сокращения будет максимальной (Mulvany, Halpern, 1977). Кроме того, нормализация позволяет 

стандартизовать влияние растяжения на чувствительность препарата к воздействию 

вазоактивных веществ (Nilsson et al., 1986).  

В ходе нормализации вычисляется пассивная эластическая характеристика кольцевого 

препарата, поэтому гладкая мышца артерии должна быть полностью расслаблена. В связи с 

этим за 5 минут до нормализации рабочий раствор в камере заменяли на нагретый 

бескальциевый раствор следующего состава, мМ: NaCl 120, NaHСO3 26, KCl 4.5, MgSO4 1.0, 

NaH2PO4 1.2, D-глюкоза 5.5, EGTA 0.1, HEPES 5.0 (pH=7.4). 

После закрепления сосуда проволоки оставляли сведенными, поэтому исходная сила 

натяжения препарата была равной нулю. После записи показания микрометра, 

соответствующего нулевой силе, начинали ступенчато увеличивать расстояние между 

проволоками с интервалом в 2 минуты. По окончании каждых 2 минут записывали показания 

силы, соответствующее данному расстоянию между проволоками. Вычисления проводили при 

помощи программы, любезно предоставленной профессором H. Nilsson (Department of 

Physiology, University of Gothenburg, Sweden). Программа была расположена на сайте 

http://www.holger.nu/norm/.  

Алгоритм работы программы включал: 

1) вычисление натяжения стенки сосуда по формуле Т=F/2l, где Т – натяжение (Н/м), F – 

сила (мН), l – длина сегмента (мм), 2 – коэффициент, учитывающий, что в кольцевом 

сегменте сосуда растяжению подвергаются два слоя стенки; 

2) вычисление значения внутренней окружности препарата IC=πd+2d+2a, где IC – 

внутренняя окружность, d – диаметр струн (40 мкм), а – расстояние между ними; 

3) аппроксимацию зависимости Т=f(IC) уравнением экспоненты; 

4) вычисление значения IC для точки пересечения полученной кривой с изобарой для 

давления 100 мм рт.ст., построенной по уравнению Лапласа (T=P*r=(P*IC)/2π, где r – 

внутренний радиус сосуда, Р – трансмуральное давление). Полученное значение (IC100) 

соответствовало внутренней окружности расслабленного сегмента сосуда при давлении 

100 мм рт. ст.; 

5) вычисление «нормализованного» значения внутренней окружности сосуда IC0.9, которое 

равно 0.9*IC100, а также соответствующего ему показания микрометра. Было показано, что 

при значении внутренней окружности IC0.9 резистивные артерии развивают максимальный 

сократительный ответ (Mulvany, Halpern, 1977). 
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После определения значения IC0.9 изменяли расстояние между проволоками таким 

образом, чтобы растяжение препарата соответствовало вычисленному «нормализованному» 

значению. Затем заменяли бескальциевый раствор на рабочий и через 8 минут переходили к 

процедуре активации сегмента сосуда. 

 

2.5.3 Процедура активации препарата и проверка функциональной активности 

эндотелия 

Выделение артерий, процедура размещения сегмента на проволоках, а также 

нормализация могут приводить к снижению сократительной активности препаратов. В связи с 

этим необходимым этапом эксперимента является процедура вырабатывания, или активации 

препарата для приведения всех сегментов артерий к стандартному функциональному 

состоянию. Оригинальная запись процедуры нормализации и активации препарата 

представлена на Рис.4. 

В ходе активации к сегменту сосуда добавляли норадреналин (10 мкМ) на 5 минут, 

вызывая его сокращение. Затем проводили стандартную отмывку: трехкратная смена рабочего 

раствора, затем однократные смены через 5 минут и 10 минут, общая длительность отмывки 15 

минут. Далее оценивали функциональную активность эндотелия. Для этого препарат сокращали 

путем добавления агониста α1-адренорецепторов метоксамина (МХ) в концентрации, 

достаточной, чтобы вызвать сокращение с амплитудой 60-70% от ответа на норадреналин 

(обычно 1-3 мкМ). После этого добавляли ацетилхолин (1 мкМ) на 1-2 минуты. В случае, если 

эндотелий был функционально активен, ацетилхолин вызывал расслабление резистивных 

артерий на 60% и более от уровня предсокращения. Если расслабление было меньше, это 

означало, что эндотелий был поврежден в ходе подготовки к эксперименту и такой сегмент 

нельзя использовать в анализе. При успешном удалении эндотелия усом расслабление в ответ 

на ацетилхолин не должно было превышать 20%. Слишком сильное механическое воздействие 

в ходе удаления эндотелия может привести к значительному снижению силы сокращения 

препарата (50% от среднего уровня в группе и ниже). Таких сегментов было менее 5%, и их не 

учитывали при анализе результатов. После тестирования реакции на ацетилхолин препарат 

отмывали и добавляли метоксамин в более высокой концентрации (10 мкМ) на 5 минут. Затем 

проводили отмывку, после которой приступали к основному протоколу эксперимента. 
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Рис.4. Оригинальная запись процедур нормализации, активации и проверки 

функциональной активности эндотелия в эксперименте на препарате артерии икроножной 

мышцы. НА – норадреналин, МХ – метоксамин, АХ – ацетилхолин. Стрелки соответствуют 

моментам аппликации агонистов. 

 

В экспериментах по регистрации сократительных ответов артерий, инкубированных с 

ингибитором 5’-дейодирования, протокол активации препарата несколько отличался. Мы 

предполагали, что культивирование приведет к снижению их изначальной сократительной 

активности, поэтому после активации на норадреналин (10 мкМ) проводили дополнительную 

активацию на метоксамин (10 мкМ). Проверку функциональной целостности эндотелия не 

проводили, так как в этих экспериментах ее анализировали путем исследования зависимости 

«концентрация-эффект» на ацетилхолин (см. 2.5.6). 

 

2.5.4 Фармакологические агенты, использованные в экспериментах на 

изолированных сосудах 

Список фармакологических агентов, использованных во всех экспериментальных 

протоколах, представлен в таблице 3.  
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Таблица 3. Фармакологические агенты, использованные в протоколах экспериментов на изолированных сосудах. 

Название 
Фармакологическая 

активность 

Произво-

дитель 

Раство-

ритель 

Концент-

рация 

маточного 

раствора, 

мМ 

Рабочая 

концент-

рация, 

мкМ 

Время 

инкубации, 

мин (если 

применимо) 

Основание для 

выбора 

концентрации 

блокаторов/ 

ингибиторов 

Норадреналин 

(битартрат моногидрат) 
Агонист адренорецепторов Sigma Н2О 10 10 - 

- 

Ацетилхолин (хлорид) Агонист холинорецепторов Sigma Н2О 10 0.01-1 - - 

DEA-NO (диэтиламин 

NONOат) 
Донор NO Sigma 

0.01 М 

NaOH 
1 0.001-10 - 

- 

Метоксамин 

(гидрохлорид) 

Агонист α1-

адренорецепторов 
Sigma Н2О 10 0.01-100 - 

- 

N-нитро-L-аргинин 

(L-NNA) 
Ингибитор NO-синтаз 

Alexis 

Biochemical

s 

Н2О 10 100 20 

(Gaynullina et al., 

2013) 

L-трийодотиронин  

(T3, натриевая соль) 
Т3 Sigma ДМСО 10 0.03-10 20 

- 

L-тироксин  

(T4, натриевая соль) 
Т4 Sigma ДМСО 10 0.03-10 20* 

- 

* при использовании в экспериментах с веществами, имеющими более долгое время инкубации, время инкубации увеличивали до 

максимального среди использованных веществ. Во всех экспериментах общий объем веществ, добавленных одновременно в камеру 

миографа, не превышал 150 мкл, то есть составлял не более 3%. См. продолжение на следующей странице 
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Таблица 3. Продолжение 

Название 
Фармакологическая 

активность 

Произво-

дитель 

Раство-

ритель 

Концент-

рация 

маточного 

раствора, 

мМ 

Рабочая 

концент-

рация, 

мкМ 

Время 

инкубации, 

мин (если 

применимо) 

Основание для 

выбора 

концентрации 

блокаторов/ 

ингибиторов 

Иопаноевая кислота 

(IOP) 
Ингибитор 5’-дейодирования Sigma ДМСО 100 100 30 

(Coppola, Hughes 

2005; Kaplan, 

Yaskoski, 1980) 

Тетрайодотироуксусная 

кислота (тетрак) 

Блокатор сайтов связывания 

тиреоидных гормонов с 

интегрином αvβ3 

Sigma ДМСО 10 3 30 

(Meng et al., 2011; 

Zanatta et al., 2013) 

Ибериотоксин Блокатор каналов BKCa Tocris Н2О 0.03 0.1 20 
(Shvetsova et al., 

2019) 

U0124 Неактивный аналог U0126 Calbiochem ДМСО 10 10 20 - 

U0126 

Ингибитор киназы MEK1/2 

(подавляет активацию 

ERK1/2) 

Calbiochem ДМСО 10 10 20 

(Streefkerk et al., 

2004) 

Compound22 
Ингибитор интегрин-

связанной киназы 
Calbiochem ДМСО 10 10 30 

(Lee et al., 2011) 

См. продолжение на следующей странице 
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Таблица 3. Продолжение 

Название 
Фармакологическая 

активность 

Произво-

дитель 

Раство-

ритель 

Концент-

рация 

маточного 

раствора, 

мМ 

Рабочая 

концент-

рация, 

мкМ 

Время 

инкубации, 

мин (если 

применимо) 

Основание для 

выбора 

концентрации 

блокаторов/ 

ингибиторов 

Ибериотоксин Блокатор каналов BKCa Tocris Н2О 0.03 0.1 20 
(Shvetsova et al., 

2019) 

U0124 Неактивный аналог U0126 Calbiochem ДМСО 10 10 20 - 

U0126 

Ингибитор киназы MEK1/2 

(подавляет активацию 

ERK1/2) 

Calbiochem ДМСО 10 10 20 

(Streefkerk et al., 

2004) 

Compound22 
Ингибитор интегрин-

связанной киназы 
Calbiochem ДМСО 10 10 30 

(Lee et al., 2011) 

PP3 Неактивный аналог РР2 ApexBio ДМСО 10 10 20 - 

PP2 Ингибитор Src-киназы ApexBio ДМСО 10 10 20 
(Zavaritskaya et 

al., 2017) 

Y27632 Ингибитор Rho-киназы Tocris Н2О 10 3 20 
(Gaynullina et al., 

2018) 
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Выбор концентраций блокаторов и ингибиторов был основан на данных литературы, 

источники указаны в таблице 3. Кроме того, для веществ, которые, насколько нам известно, 

были впервые использованы в экспериментах по регистрации сократительных ответов артерий 

(тетрайодотироуксусная кислота и compound22), мы также проводили предварительные 

эксперименты с использованием разных рабочих концентраций (1, 3 и 10 мкМ для 

тетрайодотироуксусной кислоты, 1 и 10 мкМ для compound22), чтобы оценить их собственное 

влияние на вызванное метоксамином сокращение, а также на вызванное тиреоидными 

гормонами расслабление.  

 

2.5.5 Протокол эксперимента по исследованию влияния 12-часового 

культивирования на сократительные ответы артерий 

Для сравнения сократительных ответов интактных и культивированных в течение 12 

часов артерий (см. 2.4.2) после активации препаратов проводили зависимость «концентрация-

эффект» на метоксамин. При этом в камеру миографа кумулятивно добавляли метоксамин в 

возрастающих концентрациях; итоговые концентрации метоксамина в камере составляли: 0.01, 

0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 мкМ. Интервал между добавлениями был равным 3 мин в области более 

низких концентраций (0.01 – 3 мкМ) и 2 мин в области более высоких (начиная с 10 мкМ).  

Для исследования функциональности эндотелия артерии предсокращали метоксамином 

в относительно низкой концентрации (1-3 мкМ), после выхода сокращения на плато 

кумулятивно повышали концентрацию ацетилхолина в растворе с интервалом в 1 минуту; 

итоговые концентрации ацетилхолина составляли 0.01, 0.1 и 1 мкМ. 

 

2.5.6 Протокол эксперимента по исследованию влияния ингибитора 5’-

дейодирования на реакции сокращения и расслабления артерий 

Для исследования влияния ингибитора 5’-дейодирования на сократительную активность 

артерий использовали сегменты, культивированные в присутствии ДМСО, IOP, T4 и Т4+IOP 

(см. 2.4.3). 

Через 20 минут после процедуры активации артерии сокращали метоксамином (10 мкМ), 

после выхода реакции на плато проводили зависимость «концентрация-эффект» на ацетилхолин 

путем кумулятивного повышения концентрации ацетилхолина с одноминутными интервалами; 

итоговые концентрации ацетилхолина в растворе: 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1 мкМ. После этого 

проводили стандартную отмывку (см. 2.5.3). 

Далее проводили зависимость «концентрация-эффект» на метоксамин (концентрации 

0.01, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 мкМ, добавления с интервалами 2 или 3 мин, подробнее см. 2.5.5). 
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После стандартной отмывки сегменты инкубировали с L-NNA (100 мкМ) в течение 20 

минут, затем повторяли зависимость «концентрация-эффект» на ацетилхолин. После отмывки 

еще раз инкубировали с L-NNA (100 мкМ, 20 минут) и повторяли зависимость «концентрация-

эффект» на метоксамин.  

После отмывки проводили последнюю 20-минутную инкубацию с L-NNA (100 мкМ), а 

после нее - зависимость «концентрация-эффект» на донор NO DEA-NO путем кумулятивного 

повышения концентрации DEA-NO с трехминутными интервалами; итоговые концентрации 

DEA-NO в камере составили 0.001, 0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3 и 10 мкМ. Использование L-

NNA при исследовании реакций на DEA-NO была необходимо для исключения наложения 

эффектов экзогенного и эндогенного NO. 

 

2.5.7 Протокол эксперимента по исследованию быстрого расслабления артерий под 

действием Т3 и Т4  

Чтобы удостовериться, что все используемые в эксперименте сегменты сопоставимы по 

функциональному состоянию (обладают сходной чувствительностью к констрикторным 

влияниям и максимальной сократимостью), сначала проводили зависимость «концентрация-

эффект» на метоксамин (как описано в 2.5.5). Затем для исследования быстрого расслабления 

артерий под действием тиреоидных гормонов сегменты сокращали метоксамином до 60-70% от 

максимума, наблюдаемого в опыте. После добавления метоксамина ждали около семи минут. 

Если артерия поддерживала стабильное сокращение, через еще три минуты начинали 

проводить зависимость «концентрация-эффект» на Т3 или Т4, в камеры с артериями 

контрольной группы добавляли растворитель (ДМСО) в таком же объеме. В случае, если в 

течение семи минут после добавления метоксамина происходило значительное (более 10%) 

снижение тонуса артерии, концентрацию метоксамина в камере увеличивали и повторно ждали 

стабилизации ответов. Такой подход был необходим, чтобы минимизировать спонтанное 

расслабление артерий (спонтанный спад тонуса) во время зависимости «концентрация-эффект» 

на гормоны. 

В ходе зависимости «концентрация-эффект» на тиреоидные гормоны в камеру с 

сосудами добавляли Т3/Т4 в кумулятивно увеличивающихся концентрациях или эквивалентные 

объемы ДМСО с 10-минутными интервалами. 10-минутный интервал был выбран, исходя из 

данных, что при действии по негеномному механизму Т3 способен значимо изменять 

фосфорилирование eNOS уже после пятиминутной инкубации (Hiroi et al., 2006). Итоговые 

концентрации гормонов в камере миографа составляли: 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10 мкМ.  
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В части экспериментов перед зависимостью «концентрация-эффект» на тиреоидные 

гормоны сегменты в течение 30 минут инкубировали с IOP (100 мкМ) или эквивалентным 

объемом ДМСО.  

Объемная концентрация ДМСО во всех экспериментах по данному протоколу не 

превышала 0.7%. 

 

2.5.8 Протокол эксперимента по исследованию быстрых эффектов Т3 и Т4 на 

сократительные ответы артерий  

Для исследования быстрых эффектов Т3 и Т4 на развитие сократительных ответов 

использовали протокол с двумя последовательными зависимостями «концентрация-эффект» на 

метоксамин. Зависимости проводили как описано в 2.5.5. 

Между двумя зависимостями «концентрация-эффект» сегменты инкубировали с 10 мкМ 

Т4 или Т3, с различными ингибиторами или блокаторами (табл. 3) или в присутствии 

комбинации Т4 или Т3 с фармакологическими агентами. Время инкубации составляло 20 или 30 

мин, в зависимости от используемого фармакологического агента (табл. 3). Так как Т3, Т4 и 

часть ингибиторов были разведены в ДМСО, мы дополнительно добавляли ДМСО в некоторые 

каналы, чтобы его содержание во всех каналах в эксперименте было одинаковым. Объемная 

концентрация ДМСО во всех экспериментах по данному протоколу не превышала 0.4%. 

Пример оригинальных записей для сегментов, инкубированных в присутствии ДМСО и Т4, 

представлен на Рис.5. 

Первая зависимость «концентрация-эффект» на метоксамин позволяла убедиться в том, 

что изначально все сегменты обладают сходной реактивностью на метоксамин. Во всех сериях 

экспериментов, проведенных по данному протоколу, не было обнаружено отличий первых 

зависимостей между группами. Таким образом, отличия, которые наблюдались между 

группами после второй зависимости, были обусловлены влиянием использованных 

фармакологических агентов. На графиках с результатами экспериментов по данному протоколу 

представлены именно вторые зависимости «концентрация-эффект» на метоксамин. 
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Рис.5. Оригинальная запись эксперимента по исследованию быстрых эффектов 

тиреоидных гормонов на сократительные ответы артерий (протокол с двумя 

последовательными зависимостями «концентрация-эффект» на метоксамин) с инкубацией 

препаратов с ДМСО (А) или Т4 (Б). Инкубация с Т4 приводит к ослаблению сократительных 

ответов артерии на метоксамин (сдвигу второй зависимости вправо). МХ – метоксамин. 

Стрелки соответствуют аппликациям метоксамина. 

 

2.5.9 Обработка результатов  

При обработке результатов использовали программное обеспечение PowerGraph 3.3 

(ДИСофт, Россия) и GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc.). 

При анализе зависимостей «концентрация-эффект» определяли значения силы для 

каждой концентрации агониста. Для зависимостей на метоксамин усредняли значение силы за 

20 с на максимуме эффекта. Для зависимостей на ацетилхолин, DEA-NO и тиреоидные 

гормоны усредняли значение силы за все время действия концентрации (1, 3 и 10 мин, 

соответственно). Из полученных значений силы вычитали значение пассивной силы 

(минимальное значение силы, зарегистрированное в данном эксперименте, обычно 
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соответствовало значению силы сразу после нормализации сосуда). Полученные значения 

активной силы выражали в процентах от максимального значения в первой зависимости 

«концентрация-эффект» (для метоксамина) или от уровня предсокращения сосуда (для 

ацетилхолина, DEA-NO и тиреоидных гормонов). На итоговых графиках представлены средние 

значения в процентах. 

Для части экспериментов было необходимо оценить чувствительность артерий к 

метоксамину. Для реакций, описывающихся сигмоидальной зависимостью от концентрации 

агониста, в качестве показателя чувствительности традиционно используют параметр EC50, 

соответствующий концентрации метоксамина, вызывающей полумаксимальную реакцию. Для 

вычисления EC50 каждую зависимость «концентрация-эффект» на метоксамин 

аппроксимировали уравнением , где Y – величина реакции при 

концентрации агониста X, YMin и YMax – минимальная и максимальная реакции на агонист Х, 

HillSlope – коэффициент Хилла, определяющий крутизну кривой. Вычисления проводили с 

помощью программы GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., США).  

Чтобы оценить выраженность вызванного Т3 или Т4 подавления сократительных ответов 

на метоксамин, вычисляли относительное изменение площади под кривой (AUC). Вычисления 

проводили с помощью программы GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., США). Значение 

AUC во второй зависимости «концентрация-эффект» для каждого препарата выражали в 

процентах от среднего значения AUC во второй зависимости «концентрация-эффект» в 

соответствующей контрольной группе. 

 

2.6 Определение уровня мРНК в тканях методом полимеразной цепной реакции в 

реальном времени  

 

2.6.1 Выделение РНК и проведение обратной транскрипции  

Набор материала для ПЦР-РВ осуществляли стандартным образом. Один образец 

содержал либо одну суральную артерию целиком (медиальную и латеральную ветви), либо три 

артерии брыжейки 2-3 порядка ветвления от одной крысы. Таким образом, число образцов 

всегда совпадало с числом крыс в выборке. 

Выделение суммарной РНК из сосудов осуществляли при помощи набора CleanRNA 

Standard (Евроген, Россия) согласно протоколу производителя с использованием буфера RLT 

(Qiagen, Голландия). Гомогенизацию сосудов осуществляли на льду при помощи пластиковых 

пестиков (Qiagen, Голландия), вставленных в патрон шуруповерта. Одновременно (в один 

заход) проводили гомогенизацию не более 6 образцов. После выделения образцы обрабатывали 
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ДНКазой I (ThermoScientific, США) в присутствии буфера для ДНК-азы с MgCl2 

(ThermoScientific, США) в соответствии с инструкциями производителя. От полученных проб 

отбирали 2 мкл для измерения концентрации РНК и определения отношений А260/230 и 

А260/280 в спектрофотометре Nanodrop 1000 (ThermoScientific, США). Если значение 

отношений А260/230, А260/280 выходило за пределы диапазона 1.8 – 2.2, это было основанием 

для исключения образца из анализа. После измерения концентрации суммарной РНК все 

образцы приводили к единой концентрации для внесения одинакового объема РНК в реакцию 

обратной транскрипции. В разных сериях итоговая концентрация суммарной РНК составляла от 

15 до 25 нг/мкл. 

Синтез кДНК проводили с помощью набора MMLV RV kit (Евроген, Россия) по 

инструкции производителя. Синтезированную кДНК хранили при -20ºС, а оставшиеся образцы 

суммарной РНК – в кельвинаторе при -80ºС. 

 

2.6.2 Проведение полимеразной цепной реакции в реальном времени 

ПЦР-РВ проводили с помощью наборов qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия) с 

интеркалирующим флуоресцентным красителем SYBR Green I в соответствии с инструкцией 

производителя. Исследованные в работе гены и использованные праймеры перечислены в 

таблице 4; праймеры были синтезированы в фирме Евроген (Россия).  

Нужно отметить, что в разных сериях экспериментов проводили анализ экспрессии 

мРНК разного набора генов в соответствии с поставленными задачами. В разных сериях в 

качестве референсных были использованы разные гены: в серии с моделью гипертиреоза - 

Gapdh и Actb, в серии с хронической десимпатизацией – Rn18s, в серии с хроническим 

подавлением синтеза NO – Rplp0. Для культивированных сосудов референсным геном был Actb. 

Экспрессия этих генов между сравниваемыми группами не отличалась. При использовании 

более одного референсного гена экспрессию генов интереса нормировали на среднее 

геометрическое значений для референсных генов. 

Протокол амплификации состоял из денатурации кДНК при температуре 95°С в течение 

10 минут, 40 циклов (30 сек 95°С, 30 сек 60°С, 60 сек 72°С) и 10 минут при 72°С. 

Значения эффективности праймеров определяли методом последовательных разведений 

в предварительных экспериментах, а также по нарастанию интенсивности флуоресценции в 

программе LinRegPCR (Ruijter et al., 2009) непосредственно в ходе анализа экспрессии генов в 

опытных образцах. Для всех исследованных генов значения эффективности праймеров 

находились в диапазоне 1.8-2.09. 
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Таблица 4. Исследованные гены, последовательности праймеров и значения эффективности 

реакции, определенные методом последовательных разведений. 

Название 

гена 

Белок Последовательность праймеров (5’ – 3’) Эффективность 

Rn18s 18S РНК Прямой: CACGGGTGACGGGGAATCAG 

Обратный: CGGGTCGGGAGTGGGTAATTTG 

1.95 

Rplp0 RPLP0 Прямой: AGGGTCCTGGCTTTGTCTGTGG 

Обратный: AGCTGCAGGAGCAGCAGTGG 

1.95 

Gapdh GAPDH Прямой: CCATCAAGGACCCCTTCATT 

Обратный: CACCAGCATCACCCCATTT 

2 

Acta2 α-актин Прямой: CCTGACCCTGAAGTATCCGA 

Обратный: CATCTCCAGAGTCCAGCACA 

2.01 

Actb β-актин Прямой: CAGGGTGTGATGGTGGGTATGG 

Обратный: AGTTGGTGACAATGCCGTGTTC 

2.09 

Dio2 D2 Прямой: GCGACCTGACCACCTTTTACTAG 

Обратный: GCAGCACATCGGTCCTCTTG 

1.8 

Thra TRα1 Прямой: TGCCCTTACTCACCCCTACA 

Обратный: AAGCCAAGCCAAGCTGTCCT 

2.02 

Thra TRα2 Прямой: TGAGCAGCAGTTTGGTGAAG 

Обратный: GAATGGAGAATTCCGCTTCG 

1.97 

Nos3 eNOS Прямой: GGATTCTGGCAAGACCGATTAC 

Обратный: GGTGAGGACTTGTCCAAACACT 

1.84 

Nos1 nNOS Прямой:GCCATCCAGCGCATAATGACCCAG 

Обратный: GAGGGTGACTCCAAAGATGTCCTC 

1.95 

Nos2 iNOS Прямой:AGGCTTGGGTCTTGTTAGCCTAGT 

Обратный: ATTCTGTGCAGTCCCAGTGAGGAA 

2 

Arg2 Arg2 Прямой: CCAGCCTAGCAGTGGATGTGA  

Обратный: CTCTGGAATGCTGTCGTGAA 

1.84 

Atp2a2 Serca2 Прямой: CGAGTTGAACCTTCCCACAA 

Обратный: AGGAGATGAGGTAGCGGATGAA 

1.99 

Ryr2 RyR2 Прямой: GAGAGCCCGGAAGCTCTGAA 

Обратный: GGCAACTCCATGGCACACAC 

1.99 

Nox1 NOX1 Прямой: CGTCACTCCCTTTGCTTCCT 

Обратный: AGGCACCCGTCTCTCTACAA 

1.84 
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2.6.3 Обработка результатов 

Уровень экспрессии генов определяли с использованием программного обеспечения 

RotorGene6000. Содержание мРНК в образцах рассчитывали как E-Ct, где E – эффективность 

праймеров, а Ct – номер цикла, на котором кривая накопления продукта пересекает пороговый 

уровень флуоресценции. Полученные значения нормировали на уровень экспрессии 

референсных генов в том же образце. Затем значения усредняли внутри каждой 

экспериментальной группы и выражали в процентах от среднего значения в контрольной 

группе. 

 

2.7 Определение уровня белка в тканях методом Вестерн блот  

Методику Вестерн блот использовали для: 

1) определения относительного содержания белка D2 в артериях крыс с экспериментальным 

гипертиреозом, хронически десимпатизированных и с подавленным синтезом NO в 

организме, а также контрольных к ним крыс; 

2) определения относительного содержания фосфорилированных форм белков – 

потенциально задействованных при негеномном действии Т4 на артерии икроножной 

мышцы. 

 

2.7.1 Подготовка образцов артерий для определения содержания 

фосфорилированных форм белков  

Известно, что в ходе негеномного действия тиреоидные гормоны могут изменять 

уровень фосфорилирования белков (Cao et al., 2005; Hiroi et al., 2006; Samuel et al., 2017). В 

наших экспериментах эффект Т4 наблюдался только в присутствии метоксамина, в этом случае 

Т4 подавлял вызванные метоксамином сократительные ответы артерий. Наиболее выраженный 

эффект Т4 наблюдался в середине диапазона использованных концентраций метоксамина: при 3 

и 10 мкМ. В связи с этим влияние Т4 на фосфорилирование белков исследовали в артериях, 

активированных метоксамином в концентрации 10 мкМ.  

Суральные артерии подвергали тем же манипуляциям, что и в экспериментах по 

регистрации сократительных ответов. Для этого была использована специально разработанная 

система-аналог миографа. Сегменты артерий икроножной мышцы длиной 10 мм размещали на 

проволоках в аналоге миографа, после чего проволоки ступенчато раздвигали, пока внутренний 

диаметр не достигал среднего значения IC100, определенного по полученным ранее данным 

нормализации для суральной артерии крыс с такой же массой тела (см. 2.5.2). Затем уменьшали 

растяжение артерий до определенного аналогичным образом среднего значения 0.9*IC100 и 
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проводили стандартную активацию, как описано в 2.5.3. После этого часть артерий в течение 20 

минут инкубировали с ДМСО, а часть – с Т4. Далее проводили зависимость «концентрация-

эффект» на метоксамин до концентрации 10 мкМ (к части препаратов, инкубированных с 

ДМСО, вместо метоксамина добавляли эквивалентный объем H2O). Через 2 минуты после 

добавления последней концентрации метоксамина головки миографа вместе с закрепленным на 

них препаратом быстро перемещали в пробирку с 1 мл 15% раствора треххлоруксусной 

кислоты в ацетоне, охлажденного на сухом льду. Затем перерезали проволоки и оставляли 

артерии в этом растворе на 3 ч. Далее артерии перемещали на 1 час в пробирку с 1 мл 

охлажденного на сухом льду ацетона, после чего переносили в пустые открытые пробирки, 

также стоящие на сухом льду, и высушивали в течение 15-25 минут. Критерием полного 

высыхания было приобретение образцом белой окраски. После высушивания пробирки 

закрывали и артерии хранили в кельвинаторе при -70˚С до проведения гомогенизации. 

Для увеличения количества материала в одном образце объединяли два 10-мм сегмента 

артерии икроножной мышцы (из двух задних конечностей) от одной крысы, подвергнутые 

одинаковым воздействиям. Наряду с образцами артерий икроножной мышцы, были получены 

два образца, каждый из которых включал пять артерий брыжейки 2-3 порядка ветвления. 

Артерии брыжейки помещали в камеры миографа с препаратами артерий икроножной мышцы 

и вместе с ними инкубировали с ДМСО, а затем подвергали влиянию либо метоксамина, либо 

растворителя (H2O). Эти образцы замораживали и фиксировали так же, как и образцы артерий 

икроножной мышцы. Впоследствии их использовали в качестве образцов сравнения. 

 

2.7.2 Гомогенизация образцов  

Для гомогенизации использовали буфер следующего состава: 0.0625 М Tris-HCl (pH 6.8), 

2.5% додецилсульфата натрия (SDS), 10% глицерол, 2.47% дитиотреитол. К данному буферу 

добавляли ингибиторы протеаз (апротинин (50 мкг/мл), лейпептин (100 мкг/мл), пепстатин (30 

мкг/мл)) и ингибиторы фосфатаз (NaF (2.1 мг/мл) и Na3VO4 (180 мкг/мл), все реактивы – Sigma, 

США). Образцы артерий гомогенизировали пластиковыми пестиками, вставленными в патрон 

шуруповерта, на льду в 70 мкл буфера. В один заход гомогенизировали не более 6 образцов. 

Затем образцы центрифугировали 5 минут при 18000 об/мин (16900 g) и +4˚С. Супернатант 

отбирали и добавляли к нему 2 мкл бромфенолового синего. Полученные пробы хранили при 

температуре -20˚С до проведения электрофореза. 

 

2.7.3 Разделение белков методом гель-электрофореза и электроперенос  

Для разделения белков использовали метод электрофореза в полиакриламидном геле в 

присутствии SDS (по Лемли). На одну из дорожек наносили цветные белковые маркеры 
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(Prestained Protein Ladder – Mid-range molecular weight (10 – 180 кДа, ab116027, Abcam, 

Великобритания). Электрофорез проводили в приборе Bio-Rad (США) при 20 мА/гель в течение 

1 часа. Состав электродного буфера был следующим: 0.025 М трис-HCl, 0.192 М глицин, 0.1% 

SDS. 

Сразу после завершения электрофореза проводили процедуру полусухого 

электропереноса белков на нитроцеллюлозную мембрану в приборе Trans-Blot фирмы Bio-Rad 

(США) при 2.5 А в течение 30 мин. Состав буфера для электропереноса был следующим: 0.025 

М трис-HCl, 0.192 М глицин, 9.6% этанол. Далее мембраны помещали в раствор Ponceau S 

(0.1% раствор в 0.1% уксусной кислоте), неспецифически окрашивающий белки. Данная 

процедура позволяла убедиться, что электроперенос прошел успешно. В ряде случаев 

окрашенные Ponceau S мембраны фотографировали с использованием прибора ChemiDoc (Bio-

Rad, США). Ориентируясь на визуализированные полосы белков и молекулярную массу 

цветных маркеров, мембрану разрезали на части, которые содержали белки интереса. В 

экспериментах по исследованию регуляции экспрессии D2 мембраны разрезали на две части 

между маркерами с молекулярной массой 28 кДа и 35 кДа. Нижнюю часть мембраны 

использовали для определения D2, верхнюю – глицеральдегидфосфатдегидрогеназы (GAPDH). 

В экспериментах по определению фосфорилированных форм белков в артериях для выявления 

мишеней быстрого действия тиреоидных гормонов мембрану разрезали на четыре части на 

уровне маркеров 28, 48 и 75 кДа. Далее части мембран инкубировали, как описано в 2.7.4 

(перечисление снизу вверх, т.е. от меньшей молекулярной массы белков к большей):  

1) с антителами к фосфорилированным регуляторным легким цепям миозина 

(pMLC2, Ser 19); 

2) с антителами к β-актину; 

3) с антителами к фосфорилированной протеинкиназе Akt (pAkt, Ser473); 

4) с антитнлами к фосфорилированной регуляторной субъединице фосфатазы легких 

цепей миозина MYPT1 (pMYPT1, Thr850) (табл. 5) 

 

2.7.4 Детекция белков на мембранах с помощью антител  

%Для предотвращения неспецифического связывания антител мембраны в течение часа 

инкубировали в 5% обезжиренном молоке (Sigma, США), разведенном в TBSt буфере (20 мМ 

трис-HCl (pH 7.6), 150 мМ NaCl, 0.1% Tween 20). 

Далее мембраны инкубировали 16-18 ч с первичными антителами при температуре +4˚С. 

Список использованных первичных антител, а также разведение и состав раствора приведены в 

таблице 5. 
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Таблица 5. Список исследованных белков, характеристики специфичных к ним первичных 
антител и условия инкубации. 
Название 

белка-

мишени 

Молекулярная 

масса 

мишени, кДа 

Разведение 
Состав раствора 

для антител 
Производитель 

Соответствующие 

вторичные 

антитела 

D2 31 1:1000 

5% 

обезжиренное 

молоко в TBSt 

Abcam Antirabbit 

GAPDH 36 1:2000 

5% 

обезжиренное 

молоко в TBSt 

Созданы на 

каф. биохимии 

МГУ 

Antimouse 

β-актин 42 1:2000 

5% 

обезжиренное 

молоко в TBSt 

Cell Signaling Antirabbit 

pMLC2 

(Ser19) 
20 1:1000 

5% 

обезжиренное 

молоко в TBSt 

Cell Signaling Antimouse 

pAkt 

(Ser473) 
57 1:1000 

Фосфатно-

солевой буфер 
Cell Signaling Antirabbit 

pMYPT1 

(Thr850) 
130 1:1000 

5% 

обезжиренное 

молоко в TBSt 

Merck Antirabbit 

 

По завершении инкубации мембраны отмывали в TBSt буфере (3 раза по 5 минут). Затем 

готовили раствор соответствующих вторичных антител (см. табл. 5) в 5% обезжиренном молоке 

в TBSt, заливали им части мембран и инкубировали при комнатной температуре в течение 50 

минут. Вторичные антитела выбирали, исходя из видовой принадлежности первичных антител. 

В данной работе использовали меченые пероксидазой хрена вторичные антитела antimouse 

(1:5000, Cell Signaling, США) и antirabbit (1:10000, Cell Signaling, США). Затем мембрану 

трижды отмывали по 5 минут в TBSt и переходили к проявке. 

 

2.7.5 Детекция вторичных антител и обработка результатов  

Для детекции вторичных антител на мембране (проявки сигнала) использовали раствор 

Femto ECL (Thermo Scientific, США), разведенный в 10 или в 100 раз в TBSt. Выбор разведения 
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зависел от интенсивности окрашивания мембраны. Сначала использовали менее 

концентрированный раствор, при необходимости увеличивали концентрацию. 

Хемилюминесцентный сигнал регистрировали в системе гель-документирования 

ChemiDoc (Bio-Rad, США). Данный прибор позволяет делать серию снимков мембраны с 

частотой, заданной пользователем, по мере увеличения экспозиции ECL. Регистрацию сигнала 

и первичную обработку результатов проводили в программе ImageLab Software (Bio-Rad, 

США). 

Уровень флуоресценции нормировали на сигнал GAPDH или β-актина в том же образце 

(на другой части мембраны). При исследовании экспрессии D2 в экспериментах с хроническим 

подавлением синтеза NO для нормирования использовали уровень окрашивания мембраны 

Ponceau, так как это считается одним из возможных способов определения уровня загрузки 

дорожек белком (Romero-Calvo et al., 2010). 

В экспериментах на артериях крыс с экспериментальными моделями патологий 

полученные значения усредняли в рамках каждой экспериментальной группы и выражали в 

процентах от среднего в контрольной группе. Для образцов артерий, в которых исследовали 

содержание фосфорилированных форм белков, нормированные на содержание β-актина 

значения выражали в процентах от среднего значения для двух образцов сравнения 

(брыжеечные артерии); эти образцы сравнения были нанесены на каждый гель. 

 

2.8 Статистическая обработка результатов  

Статистический анализ проводили в программе GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software 

Inc.). Соответствие распределения значений нормальному проверяли при помощи теста 

Шапиро-Уилка. Сравнение зависимостей «концентрация-эффект» и динамики массы тела 

проводили с использованием двухфакторного дисперсионного анализа (two-way ANOVA) и 

рекомендуемого программой апостериорного анализа. Сравнение прочих параметров при 

наличии только двух групп проводили с использованием непарного критерия Стьюдента, если 

выборки были распределены нормально, или при помощи критерия Манна-Уитни, если 

распределение отличалось от нормального. При сравнении более двух групп использовали 

однофакторный дисперсионный анализ (one-way ANOVA) и соответствующий апостериорный 

анализ (поправка на множественные сравнения). Различия считали статистически значимыми 

при уровне p<0.05. Данные представлены в виде среднего±стандартная ошибка среднего;. n – 

количество животных в группе. 
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3 РЕЗУЛЬТАТЫ 

 

3.1 Результаты исследования механизмов регуляции экспрессии дейодиназы 2 типа 

в артериях in vivo  

Для комплексного исследования механизмов регуляции экспрессии дейодиназы 2 типа в 

сосудистой системе in vivo были выбраны резистивные артерии двух разных сосудистых 

регионов: скелетных мышц (артерия, питающая икроножную мышцу, или суральная артерия) и 

тонкого кишечника (мелкие артерии брыжейки, 2-3 порядок ветвления верхней брыжеечной 

артерии). Такой подход позволил нам провести анализ тиреоидной регуляции с учетом 

особенностей данных сосудистых регионов, в частности плотности симпатической иннервации, 

продукции оксида азота, содержания дейодиназы D2 и ядерных рецепторов тиреоидных 

гормонов. Изменение экспрессии D2 оценивали в артериях животных с экспериментальными 

моделями различных патологических состояний. 

 

3.1.1 Сравнение характеристик артерий икроножной мышцы и тонкого кишечника  

Мы провели сравнение артерий двух типов по морфологическим параметрам, а также по 

уровню экспрессии потенциально значимых для регуляции уровня D2 генов.  

Внутренний диаметр суральной артерии был меньше, чем артерий брыжейки: 288±13 и 

362±26 мкм, соответственно (значения диаметра, вычисленные при нормализации и 

соответствующие давлению 100 мм рт.ст., n=6,6; p<0.05, непарный критерий Стьюдента). 

Плотность сплетения адренергических волокон в стенке артерий икроножной мышцы была 

ниже, чем в стенке артерий брыжейки (Рис.6).  

А Б 

  

 

Рис.6. Сплетение адренергических волокон в стенке артерий крысы (визуализация с 

использованием глиоксиловой кислоты). А – артерия икроножной мышцы, Б – артерия 

брыжейки. Увеличение 20. 



71 

 

В качестве показателей, характеризующих процессы локального синтеза и рецепции 

тиреоидных гормонов в двух типах артерий, определяли содержание мРНК генов D2 и 

рецепторов TRα (Рис.7). Содержание мРНК гена D2 в артерии икроножной мышцы было выше 

(Рис.7А), а уровень экспрессии обеих изоформ рецепторов тиреоидных гормонов (Рис.7Б,В) - 

ниже, чем в артериях брыжейки. Нужно отметить, что изоформа рецептора TRα2 не имеет 

гормон-связывающего домена, то есть является нефункциональной и может лимитировать 

интенсивность действия тиреоидных гормонов за счет конкуренции с TRα1 за тиреоид-

чувствительные элементы ДНК (Wills et al., 1991). В связи с этим, по мнению ряда авторов, 

соотношение изоформ ядерных рецепторов TRα1/TRα2 может служить показателем 

чувствительности ткани к тиреоидному влиянию (Mochizuki et al., 2007; Thijssen-Timmer et al., 

2006). Вычисленное соотношение TRα1/TRα2 было несколько выше в артериях икроножной 

мышцы по сравнению с артериями брыжейки: оно составило 0.74±0.05 и 0.54±0.06, 

соответственно (p<0.05, непарный критерий Стьюдента). Таким образом, несмотря на 

сниженный уровень экспрессии TRα1 в артериях икроножной мышцы, можно полагать, что 

чувствительность данного типа артерий к тиреоидным гормонам может быть сходной с 

чувствительностью артерий тонкого кишечника за счет сниженной экспрессии 

нефункциональной изоформы. 

 

 

Рис.7. Относительное содержание мРНК дейодиназы 2 типа и ядерных рецепторов 

тиреоидных гормонов в артериях икроножной мышцы и тонкого кишечника крысы. Над 

диаграммами приведены названия генов и кодируемых ими белков. Данные нормированы на 

уровень экспрессии Rplp0 и представлены в виде среднего±стандартная ошибка среднего. 

Средний уровень экспрессии гена в суральных артериях принят за 100%. * - p<0.05 (непарный 

критерий Стьюдента). Числа в скобках соответствуют количеству животных в группе. 
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Поскольку одной из задач данной работы было исследовать влияние хронического 

подавления синтеза оксида азота на экспрессию D2, было проведено сравнение уровней 

экспрессии синтаз оксида азота в двух типах артерий (Рис.8). Экспрессия eNOS (наиболее 

функционально важной изоформы NO-синтаз) была выше в артериях тонкого кишечника, чем в 

артериях икроножной мышцы (Рис.8А), содержание мРНК нейрональной и индуцибельной 

изоформ в двух типах артерий не отличалось (Рис.8Б,В). 

 

 

Рис.8. Относительное содержание мРНК NO-синтаз в артериях икроножной мышцы и 

тонкого кишечника крысы. Над диаграммами приведены названия генов и кодируемых ими 

белков. Средний уровень экспрессии гена в суральных артериях принят за 100%. Данные 

нормированы на уровень экспрессии Rplp0 и представлены в виде среднего±стандартная 

ошибка среднего. * - p<0.05 (непарный критерий Стьюдента). Числа в скобках соответствуют 

количеству животных в группе. 

 

В связи с тем, что в артериях икроножной мышцы было обнаружено более высокое 

содержание мРНК D2, чем в артериях тонкого кишечника, далее в большей части исследований 

использовали именно артерию икроножной мышцы, так как высокий уровень экспрессии D2 

может обеспечивать более широкий диапазон его изменения в ответ на различные факторы. 

Артерию тонкого кишечника использовали только в тех экспериментальных моделях, где 

учитывали влияние плотности симпатической иннервации и уровня продукции оксида азота на 

экспрессию D2. 

 

3.1.2 Влияние хронического гипертиреоза на экспрессию дейодиназы 2 типа в 

артериях икроножной мышцы  

Для исследования влияния тиреоидного статуса на экспрессию D2 в артериях была 

использована экспериментальная модель гипертиреоза (п/к введение Т3 в дозе 300 мкг/кг через 
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сутки). Для верификации состояния гипертиреоза проводили измерение тиреоидных гормонов в 

сыворотке крови (табл.6). Введение Т3 приводило к значимому увеличению как общего, так и 

свободного Т3 в крови, тогда как общий и свободный Т4 значимо снижались. Таким образом, 

используемая модель гипертиреоза позволяла оценить влияние избытка Т3 на фоне недостатка 

Т4 на тиреоидную регуляцию сосудов, то есть разделить эффекты двух форм тиреоидных 

гормонов на экспрессию D2.  

 

Таблица 6. Содержание тиреоидных гормонов в сыворотке крови крыс в 

экспериментальных моделях различных патологических состояний. 

Модель Гипертиреоз Десимпатизация Подавление синтеза NO 

Группа /  

Гормон 

Контроль 

(n=13) 

Гипер 

(n=12) 

Контроль 

(n=10) 

Десимп 

(n=10) 

Контроль 

(n=7) 

L-NAME 

(n=7) 

Общий Т4, 

нМ 
106.3±4.6 19.5±1.4* 87.7±4.0 75.1±8.1 96.0±3.9 89.5±7.4 

Свободный 

Т4, пМ 
41.2±1.3 11.6±0.8* 35.9±2.0 33.1±2.4 25.6±1.3 25.8±2.0 

Общий Т3, 

нМ 
5.5±0.6 12.2±1.3* 5.4±0.3 4.6±0.1* 3.0±0.1 3.5±0.2 

Свободный 

Т3, пМ 
13.4±2.0 33.6±4.7* 11.4±0.6 9.8±0.9 8.7±0.9 8.2±1.1 

Вариабельность концентрации тиреоидных гормонов в крови крыс трех контрольных 

групп, вероятно, связана с проведением экспериментальных серий в разное время года и, как 

следствие, при немного отличающейся среднесуточной температуре в помещении (21-22⁰С в 

зимний период и 23-24⁰С – в летний). Известно, что содержание тиреоидных гормонов в крови 

подвержено сезонным изменениям (Ahlersová et al., 1991) и зависит от температуры 

окружающей среды (Vezyraki et al., 2000). Данные представлены в виде среднего±стандартная 

ошибка среднего. * - p<0.05 по сравнению с соответствующей контрольной группой (непарный 

критерий Стьюдента). 

 

Гипертиреоз приводил к замедлению прироста массы тела крыс (Рис.9А). При 

гипертиреозе также наблюдалось увеличение систолического артериального давления (Рис.9Б). 
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Рис.9. Показатели, характеризующие экспериментальную модель гипертиреоза у крыс: А 

- динамика массы тела; Б - систолическое артериальное давление. Данные представлены в виде 

среднего±стандартная ошибка среднего. * - p<0.05 (двухфакторный дисперсионный анализ);  

# - p<0.05 (непарный критерий Стьюдента). Числа в скобках соответствуют количеству 

животных в группе. 

 

Для оценки локального синтеза и рецепции тиреоидных гормонов при изменении 

тиреоидного статуса определяли содержание мРНК D2 и рецепторов TRα в артериях 

икроножной мышцы. Гипертиреоз вызывал подавление экспрессии D2 (Рис.10А), но не влиял 

на уровень экспрессии ядерных рецепторов (Рис.10Б,В). Соотношение рецепторов TRα1/TRα2 в 

артериях крыс также не отличалось (1.19±0.19 и 1.07±0.19 в группах контроль и гипертиреоз, 

соответственно, p>0.05, непарный критерий Стьюдента). 
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Рис.10. Относительное содержание мРНК генов дейодиназы 2 типа и ядерных рецепторов 

тиреоидных гормонов в артериях икроножной мышцы крыс с экспериментальным 
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гипертиреозом. Над диаграммами приведены названия генов и кодируемых ими белков. Данные 

нормированы на геометрическое среднее экспрессии Actb и Gapdh. Средний уровень 

экспрессии гена в группе контрольных крыс принят за 100%. Данные представлены в виде 

среднего±стандартная ошибка среднего. * - p<0.05 по сравнению с контрольной группой 

(непарный критерий Стьюдента). Числа в скобках соответствуют количеству животных в 

группе. 

 

Кроме того, мы оценивали содержание белка D2 в артериях крыс. Гипертиреоз не влиял 

на уровень белка D2 в артериях икроножной мышцы (Рис.11). 

 

 

Рис.11. Относительное содержание белка дейодиназы 2 типа в артериях икроножной 

мышцы крыс с экспериментальным гипертиреозом. Данные нормированы на содержание 

GAPDH в том же образце. Среднее значение в группе контрольных крыс принято за 100%. 

Данные представлены в виде среднего±стандартная ошибка среднего. # - p<0.05 по сравнению с 

контрольной группой (непарный критерий Стьюдента). Числа в скобках соответствуют 

количеству животных в группе. 

 

Исходя из полученных данных, можно заключить, что Т3 является одним из важных 

факторов регуляции экспрессии D2 на транскрипционном уровне в резистивных артериях 

скелетных мышц крысы. Избыток Т3 в крови приводит к снижению содержания мРНК, но не 

влияет на уровень белка D2. 
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3.1.3 Влияние хронической неонатальной десимпатизации на экспрессию 

дейодиназы 2 типа в артериях икроножной мышцы и тонкого кишечника  

Для исследования роли симпатических влияний в регуляции экспрессии D2 в 

резистивных артериях крыс использовали модель хронической неонатальной десимпатизации 

(подкожное введение гуанетидина со второго дня жизни). Эффективность данного воздействия 

контролировали визуально по отсутствию сплетения адренергических нервных волокон в 

стенке артерий икроножной мышцы и брыжейки (Рис.12). 

У крыс с хронической неонатальной десимпатизацией наблюдалось замедление прироста 

массы тела (Рис.13). Уровень общего Т3 в сыворотке крови был несколько снижен, однако обе 

формы Т4 и свободный Т3 не отличались от значений в контрольной группе (табл.6), поэтому 

можно заключить, что хроническая неонатальная десимпатизация не приводила к выраженному 

изменению тиреоидного статуса животных. 

 

А Б 

  

В Г 

  

 

Рис.12. Хроническая неонатальная десимпатизация предотвращает формирование 

сплетения адренергических волокон в стенке артерий тонкого кишечника (А, Б) и икроножной 

мышцы (В, Г) взрослых крыс. Визуализация сплетения адренергических волокон проведена при 

помощи глиоксиловой кислоты. А, В – артерии контрольных крыс, Б, Г – артерии 

десимпатизированных крыс. Увеличение 20. 
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Рис.13. Динамика массы тела крыс с хронической неонатальной десимпатизацией и 

контрольных животных. Данные представлены в виде среднего±стандартная ошибка среднего. 

* - p<0.05 по сравнению с контролем соответствующего возраста (двухфакторный 

дисперсионный анализ с поправкой Сидака). Числа в скобках соответствуют количеству 

животных в группе. 

 

Хроническая неонатальная десимпатизация привела к снижению мРНК D2 в артериях 

икроножной мышцы, но не тонкого кишечника (Рис.14А), при этом экспрессия ядерных 

рецепторов тиреоидных гормонов TRα осталась неизменной (Рис.14Б,В). Десимпатизация 

также не повлияла на соотношение изоформ рецепторов TRα1/ TRα2. 

 

Рис.14. Относительное содержание мРНК дейодиназы 2 типа и ядерных рецепторов 

тиреоидных гормонов в артериях икроножной мышцы и тонкого кишечника контрольных крыс 

и крыс с хронической неонатальной десимпатизацией. Над диаграммами приведены названия 

генов и кодируемых ими белков. Данные нормированы на уровень экспрессии Rn18s, среднее 

значение в группе контрольных крыс принято за 100%. Данные представлены в виде 

среднего±стандартная ошибка среднего. * - p<0.05 по сравнению с суральной артерией 

контрольных крыс (двухфакторный дисперсионный анализ с поправкой Сидака). Числа в 

скобках соответствуют количеству животных в группе. 
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Чтобы проверить, сопровождается ли снижение мРНК уменьшением содержания белка 

D2 в артериях икроножной мышцы, проводили эксперименты с использованием метода 

Вестерн блот. На Рис.15 видно, что десимпатизация не оказала статистически значимого 

влияния на уровень белка D2 в артериях икроножной мышцы. Тем не менее, у 

десимпатизированных животных была обнаружена тенденция к его снижению (p=0.127).  

 

 

Рис.15. Относительное содержание белка дейодиназы 2 типа в артериях икроножной 

мышцы крыс с хронической неонатальной десимпатизацией. Данные нормированы на 

содержание GAPDH в том же образце. Среднее значение в группе контрольных крыс принято за 

100%. Данные представлены в виде медиана±интерквартильный размах. p=0.127 (критерий 

Манна-Уитни). Числа в скобках соответствуют количеству животных в группе. 

 

Можно заключить, что симпатические влияния могут оказывать влияние на экспрессию D2 

в резистивных артериях, по крайней мере, на транскрипционном уровне. При этом хроническая 

десимпатизация приводит к снижению содержания мРНК D2 в артериях скелетных мышц, но 

не оказывает влияния на артерии брыжейки, хотя у контрольных крыс плотность 

симпатической иннервации в артериях брыжейки намного выше. Возможно, в артериях 

брыжейки влияние десимпатизации не проявляется, так как для этой артерии характерен очень 

низкий уровень экспрессии D2.  
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3.1.4 Влияние хронического подавления синтеза NO на экспрессию дейодиназы 2 

типа в артериях икроножной мышцы и тонкого кишечника 

Для выявления роли оксида азота в регуляции экспрессии D2 использовали модель 

хронического подавления синтеза NO при помощи добавления крысам ингибитора NO-синтаз 

L-NAME в питьевую воду (500 мг/л, 65 мг/кг/сут) в течение 11 дней. Верификацию модели 

осуществляли путем измерения концентрации метаболитов оксида азота в крови. Потребление 

L-NAME приводило к значимому снижению содержания нитритов и нитратов в сыворотке 

крови животных (Рис.16А), что подтверждает эффективность использованной 

экспериментальной модели.  

Потребление L-NAME не оказывало влияния на прирост массы тела крыс (Рис.16Б), а 

также на содержание тиреоидных гормонов в их крови (табл.6). Подавление синтеза оксида 

азота вызывало стойкое увеличение систолического артериального давления (Рис.16В). 

 

 

Рис. 16. Показатели, характеризующие экспериментальную модель хронического 

подавления синтеза NO: А - содержание метаболитов NO в сыворотке крови крыс; Б - динамика 

массы тела; В - динамика систолического артериального давления. Данные представлены в виде 

среднего±стандартная ошибка среднего. # - p<0.05 (непарный критерий Стьюдента); * - p<0.05 
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по сравнению с соответствующей контрольной группой (двухфакторный дисперсионный 

анализ с поправкой Сидака). Числа в скобках соответствуют количеству животных в группе. 

 

Подавление синтеза оксида азота не влияло на уровень мРНК D2 и ядерных рецепторов 

тиреоидных гормонов TRα ни в артериях икроножной мышцы, ни в артериях тонкого 

кишечника (Рис.17). В соответствии с этим, соотношение изоформ TRα1/TRα2 также не 

отличалось. Уровень белка D2 в суральной артерии десимпатизированных крыс не был изменен 

по сравнению с контролем (Рис.18). Полученные результаты позволяют заключить, что оксид 

азота не участвует в регуляции экспрессии D2 в артериях икроножной мышцы и тонкого 

кишечника крыс. 

 

 

Рис 17. Относительное содержание мРНК дейодиназы 2 типа и ядерных рецепторов 

тиреоидных гормонов в артериях икроножной мышцы и тонкого кишечника контрольных крыс 

и крыс с хроническим подавлением синтеза NO. Над диаграммами приведены названия генов и 

кодируемых ими белков. Данные нормированы на уровень экспрессии Rplp0, среднее значение 

в группе контрольных крыс принято за 100%. Данные представлены в виде 

среднего±стандартная ошибка среднего. Числа в скобках соответствуют количеству животных 

в группе. 
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Рис.18. Относительное содержание белка дейодиназы 2 типа в артерии икроножной 

мышцы в модели хронического подавления синтеза NO. Репрезентативные части мембран 

представлены в верхней части графика. Данные нормированы на общее содержание белка 

(окраска Ponceau) на дорожке с соответствующим образцом, среднее значение в группе 

контрольных крыс для каждого типа артерий принято за 100%. Данные представлены в виде 

среднего±стандартная ошибка среднего. Числа в скобках соответствуют количеству животных 

в группе. 

 

3.2 Результаты исследования функциональной роли дейодиназы 2 типа в артериях 

икроножной мышцы с использованием методики культивирования 

Для исследования функциональной роли дейодиназы 2 типа в артериях икроножной 

мышцы был использована методика культивирования сегментов сосудов (organ culture) с 

последующей регистрацией вазомоторных реакций в изометрическом режиме (система wire 

myograph). Роль дейодиназы 2 типа в регуляции тонуса артерий и экспрессии генов 

анализировали путем сопоставления соответствующих показателей для артерий, 

культивированных в отсутствие и в присутствии ингибитора 5’-дейодирования иопаноевой 

кислоты.  

Так как культивирование сосудов может сопровождаться значительными изменениями 

экспрессии широкого спектра генов (Bergdahl et al., 2005; Cao et al., 2006; Manoury et al., 2009; 

Zheng et al., 2013), было необходимо определить срок культивирования, в течение которого не 

происходит значительных изменений уровня экспрессии D2. Кроме того, при культивировании 

может происходить сдвиг фенотипа гладкомышечных клеток артерий в сторону 

пролиферативного, что будет негативно влиять на способность артерий к развитию сокращения 

(Sprinkle 1987; Morita et al., 2010) и осложнять анализ результатов. Поэтому предварительно 

была проведена отдельная экспериментальная серия с целью подбора оптимальных условий 

культивирования. 
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3.2.1 Динамика изменений экспрессии дейодиназы 2 типа и TRα при 

культивировании артерий 

Культивирование артерий икроножной мышцы в течение 8, 24 и 48 часов не приводило к 

значимому падению в них содержания мРНК D2 (Рис.19). Тем не менее, была обнаружена 

тенденция к снижению содержания мРНК D2 при культивировании на протяжении 48 часов по 

сравнению с 8 часами (p=0.09). Поскольку это была подготовительная серия экспериментов, 

объем выборки был невелик. Возможно, при увеличении числа животных в группах это 

различие достигло бы статистической значимости.  

На всех исследованных сроках культивирование приводило к снижению уровня мРНК 

функциональных ядерных рецепторов тиреоидных гормонов TRα1 (Рис.20А), но не влияло на 

экспрессию TRα2 (Рис.20Б). Тем не менее, соотношение TRα1/TRα2 не изменялось ни на одном 

из сроков культивирования (Инт – 0.99±0.15; 8ч – 0.77±0.33; 24ч – 0.86±0.1; 48ч – 0.48±0.1, 

p>0.05, однофакторный дисперсионный анализ с поправкой Даннета). 

Полученные результаты позволяют предположить, что культивирование длительностью 

до 24 ч не приводит к значительным изменениям экспрессии D2 и чувствительности артерий к 

тиреоидным гормонам. Следовательно, при таком непродолжительном культивировании 

ингибирование D2 может быть использовано для анализа ее функциональной роли в артериях.  

 

  

Рис.19. Относительное содержание мРНК дейодиназы 2 типа (ген Dio2, белок D2) в 

артериях икроножной мышцы крысы, культивированных в течение 8 ч, 24 ч и 48 ч. Инт 

(интактные) – артерии, не подвергавшиеся культивированию. Данные нормированы на уровень 

экспрессии Actb. Средний уровень экспрессии генов в интактной группе принят за 100%. 

Данные представлены в виде среднего±стандартная ошибка среднего. & - p=0.09 

(однофакторный дисперсионный анализ с поправкой Даннета). Числа в скобках соответствуют 

количеству животных в группе. 
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Рис.20. Относительное содержание мРНК ядерных рецепторов тиреоидных гормонов в 

артериях икроножной мышцы крысы, культивированных в течение 8 ч, 24 ч и 48 ч. Инт 

(интактные) – артерии, не подвергавшиеся культивированию. Над диаграммами приведены 

названия генов и кодируемых ими белков. Данные нормированы на уровень экспрессии Actb. 

Средний уровень экспрессии генов в интактной группе принят за 100%. Данные представлены в 

виде среднего±стандартная ошибка среднего. * - p<0.05 по сравнению с интактными артериями 

(однофакторный дисперсионный анализ с поправкой Даннета). Числа в скобках соответствуют 

количеству животных в группе. 

 

3.2.2 Влияние культивирования в течение 12 ч на реакции сокращения и 

расслабления артерий 

На основании полученных данных об динамике экспрессии D2 длительность 

культивирования была выбрана равной 12 ч. Такой срок был удобен для проведения 

экспериментов: культивирование проходило в течение ночи, а на следующее утро начинали 

функциональные исследования. Чтобы оценить влияние культивирования на функциональные 

характеристики артерий, проводили сравнение реакций сокращения и расслабления 

свежеизолированных (интактных) и культивированных в течение 12 ч препаратов. 

Культивирование не оказывало влияния на способность артерий к развитию 

сократительных ответов на метоксамин (Рис.21А). Однако при выражении силы в процентах от 

максимума реакции культивированных сегментов были сниженными (Рис.21Б). Нужно 

отметить, что ослабление сократительных ответов наблюдалось только в центральной области 

использованного диапазона концентрациях метоксамина – 1 мкМ и 3 мкМ (Рис.21Б). 

Соответственно, ЕС50 (концентрация метоксамина, вызывающая полумаксимальный ответ) для 

культивированных сосудов была выше, чем для интактных (табл. 7), то есть в результате 

культивирования происходило небольшое снижение чувствительности артерий к метоксамину. 
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Важно отметить, что при этом не наблюдалось уменьшения максимальной силы сокращения 

артерий. Внутренний диаметр артерий также оставался неизменным (табл.7). 

 

 

Рис.21. Влияние культивирования в течение 12 часов на сократительные ответы артерий 

икроножной мышцы крыс на метоксамин. Интактные – артерии, не подвергавшиеся 

культивированию. А. Сократительные ответы, выраженные в абсолютном значении силы 

сокращения. Б. Сократительные ответы, выраженные в процентах от максимального 

сокращения в ответ на метоксамин. Данные представлены в виде среднего±стандартная ошибка 

среднего. * - p<0.05 по сравнению с интактными артериями (двухфакторный дисперсионный 

анализ с поправкой Сидака). Числа в скобках соответствуют количеству животных в группе. 

 

Таблица 7. Значения внутреннего диаметра (d100), максимальной силы сокращения и EC50 для 

интактных (некультивированных) и культивированных в течение 12 ч артерий икроножной 

мышцы. 

Показатели 
Интактные 

(n=8) 

Культивированные 

(n=10) 

d100, мкм 330.3±16.8 331.7±14.3 

Максимум, мН 17.7±2.2 19.5±1.8 

EC50, мкМ 1.47±0.27 3.39±0.64* 

Данные представлены в виде среднего±стандартная ошибка среднего. * - p<0.05 по 

сравнению с интактными артериями (непарный критерий Стьюдента). 
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Культивирование не влияло на эндотелий-зависимую реакцию расслабления артерии в 

ответ на ацетилхолин (Рис.22), то есть функциональная активность эндотелия при данной 

постановке эксперимента сохранялась. 
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Рис 22. Реакции эндотелий-зависимого расслабления на ацетилхолин интактных (не 

подвергавшихся культивированию) и культивированных в течение 12 часов артерий 

икроножной мышцы крысы. Данные представлены в виде среднего±стандартная ошибка 

среднего. Числа в скобках соответствуют количеству животных в группе. 

 

Таким образом, культивирование в течение 12 часов оказывало лишь умеренное влияние 

на вазомоторные реакции артерий, что позволило использовать данный срок культивирования в 

экспериментах по анализу функциональной роли D2 в артериях. 

 

3.2.3 Влияние ингибитора 5’-дейодирования на сократительные ответы и 

тоническую продукцию оксида азота в артериях 

Чтобы оценить функциональную роль D2 в сокращении артерий, проводили 12-часовое 

культивирование в присутствии или в отсутствие ингибитора 5’-дейодирования иопаноевой 

кислоты (100 мкМ), или субстрата D2 Т4. Следует отметить, что концентрация Т4 составляла 50 

пМ, что примерно соответствует концентрации свободного Т4 в крови крыс с эутиреоидным 

статусом (табл.6, группы «Контроль»). Мы предполагали, что сократительные ответы артерий, 

культивированных в присутствии только иопаноевой кислоты, позволят оценить 

функциональную роль D2 в сосудах, связанную с превращением остаточного тканевого Т4 в Т3, 

а артерий, культивированных в присутствии Т4 или Т4 в комбинации с иопаноевой кислотой - 

функциональную роль D2 в сосудах в условиях физиологической концентрации ее субстрата 

(Т4).  
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Культивирование в присутствии иопаноевой кислоты, Т4 или их комбинации не 

повлияло на исходные сократительные ответы артерий на метоксамин (Рис.23). Однако это не 

исключает возможных изменений в регуляции сокращения гладкой мышцы со стороны 

эндотелия. Известно, что тонически продуцируемый эндотелием сосудов NO может ослаблять 

сократительные ответы артерий на метоксамин (Gaynullina et al., 2017; Sofronova et al., 2016). 

Тиреоидные гормоны способны влиять на экспрессию и активность eNOS и тем самым 

усиливать продукцию оксида азота (Castro de et al., 2015; Toral et al., 2018). Мы оценивали 

влияние тонической продукции NO на сокращение артерий по изменению сократительных 

ответов после ингибирования синтеза NO: культивированные в различных условиях артерии 

инкубировали с L-NNA (100 мкМ) или эквивалентным объемом растворителя (H2O, 50 мкл), 

после чего повторяли зависимость «концентрация-эффект» на метоксамин (Рис.24). 

 

 

Рис.23. Сократительные ответы на метоксамин артерий икроножной мышцы, 

культивированных 12 часов в присутствии растворителя (ДМСО), ингибитора дейодиназы 2 

типа иопаноевой кислоты (IOP, 100 мкМ), Т4 (50 пМ) или комбинации иопаноевой кислоты и Т4 

(T4+IOP). Данные представлены в виде среднего±стандартная ошибка среднего. Числа в 

скобках соответствуют количеству животных в группе. 
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Рис.24. Влияние блокады продукции оксида азота при помощи L-NNA (100 мкМ) на 

сократительные ответы на метоксамин артерий икроножной мышцы, культивированных 12 

часов в присутствии: А – растворителя (ДМСО), Б – ингибитора 5’-дейодирования иопаноевой 

кислоты (IOP, 100 мкМ), В – Т4 (50 пМ), Г – комбинации иопаноевой кислоты и Т4 (T4+IOP). I – 

зависимость «концентрация-эффект» на метоксамин до инкубации с L-NNA, II - зависимость 

«концентрация-эффект» на метоксамин после инкубации с L-NNA. Данные выражены в 

процентах от максимума соответствующей зависимости I и представлены в виде 

среднего±стандартная ошибка среднего. * - p<0.05 (двухфакторный дисперсионный анализ с 

поправкой Сидака). Числа в скобках соответствуют количеству животных в группе. 

 

Инкубация с L-NNA сопровождалась значительным увеличением сократительных 

ответов артерий, культивированных в присутствии ДМСО или Т4 (Рис.24А,В). Такой прирост 

ответов на метоксамин происходил в результате блокады негативного тонического влияния NO 

на сокращение артерий, то есть после культивирования в присутствии ДМСО или Т4 

сохранялся синтез NO в стенке сосудов. Эффект L-NNA на сократительные ответы также 

можно оценить по увеличению чувствительности артерий к метоксамину: значение EC50 

значимо уменьшалось после инкубации с L-NNA у артерий, культивированных в присутствии 
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ДМСО или Т4 (табл.8). После культивирования в присутствии иопаноевой кислоты влияние L-

NNA на сократительные ответы артерий было менее выраженным (Рис.24Б), а в присутствии 

иопаноевой кислоты в комбинации с Т4 отсутствовало (Рис.24Г). Иопаноевая кислота также 

предотвращала увеличение чувствительности к метоксамину: параметр EC50 не изменялся 

после инкубации с L-NNA в группах IOP и Т4 +IOP (табл.8). 

На основе полученных данных можно предположить, что активность дейодиназы 2 типа 

в стенке артерий скелетных мышц необходима для поддержания внутриклеточной 

концентрации Т3 на уровне, достаточном для обеспечения антиконстрикторного влияния NO. 

 

Таблица 8. Значения EC50 для зависимостей «концентрация-эффект» до и после инкубации L-

NNA (100 мкМ) артерий икроножной мышцы, культивированных в течение 12 часов в 

различных условиях. 

Группа EC50, мкМ 

До инкубации 

с L-NNA 

После инкубации 

с L-NNA 

ДМСО (n=10) 3.47±0.63 1.91±0.21* 

IOP (n=10) 3.81±0.73 2.73±0.44 

T4 (n=9) 2.34±0.34 1.46±0.20* 

T4+IOP (n=10) 2.55±0.72 2.32±0.52 

IOP – иопаноевая кислота. Данные представлены в виде среднего±стандартная ошибка 

среднего. * - p<0.05 по сравнению со значением данной группы до инкубации (парный 

критерий Стьюдента). 

 

3.2.4 Влияние ингибитора 5’-дейодирования на вклад оксида азота в эндотелий-

зависимое расслабление артерий  

Для оценки функциональной роли D2 в эндотелий-зависимом расслаблении артерий 

также проводили 12-часовое культивирование в присутствии или в отсутствие ингибитора 5’-

дейодирования иопаноевой кислоты или Т4, затем регистрировали зависимость «концентрация-

эффект» на ацетилхолин артерий, предварительно сокращенных метоксамином (10 мкМ). 

Культивирование в присутствии иопаноевой кислоты, Т4 или их комбинации не 

повлияло на расслабление артерий в ответ на ацетилхолин, хотя в группах, культивированных в 

присутствии иопаноевой кислоты, наблюдалась тенденция к уменьшению реакций 

расслабления (Рис.25А). Эндотелий-независимое расслабление артерий на DEA-NO (донор 

NO), характеризующее NO-чувствительность гладкой мышцы, не различалось у четырех групп 

артерий (Рис.25Б). Нужно отметить, что NO является важным посредником эндотелий-
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зависимой реакции на ацетилхолин (Гайнуллина и др., 2013), и вклад NO в эндотелий-

зависимое расслабление мог измениться под действием иопаноевой кислоты. В связи с этим мы 

повторяли зависимость «концентрация-эффект» на ацетилхолин после инкубации артерий с L-

NNA (100 мкМ) или эквивалентным объемом растворителя (H2O). 
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Рис.25. Реакции расслабления артерий икроножной мышцы, культивированных 12 часов 

в присутствии растворителя (ДМСО), ингибитора 5’-дейодирования иопаноевой кислоты (IOP, 

100 мкМ), Т4 (50 пМ) или комбинации иопаноевой кислоты и Т4 (T4+IOP). А. Эндотелий-

зависимое расслабление в ответ на ацетилхолин. Б. Эндотелий-независимое расслабление в 

ответ на донор NO DEA-NO. Эксперименты с DEA-NO проводили в присутствии L-NNA (100 

мкМ), чтобы исключить влияние синтезируемого эндотелием NO. Данные представлены в виде 

среднего±стандартная ошибка среднего. Числа в скобках соответствуют количеству животных 

в группе. 

 

Инкубация с L-NNA вызывала значительное уменьшение эндотелий-зависимого 

расслабления артерий, культивированных в присутствии ДМСО или Т4 (Рис.26А,В), и не 

оказывала влияния на расслабление артерий, культивированных в присутствии иопаноевой 

кислоты (группы IOP, T4+IOP) (Рис.26Б, Г). По всей видимости, активность дейодиназы 2 типа 

в стенке артерий икроножной мышцы необходима для увеличения внутриклеточной 

концентрации Т3 и поддержания вазомоторной роли NO (его вклада в эндотелий-зависимое 

расслабление артерий). 
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Рис 26. Эффект блокады продукции оксида азота при помощи L-NNA (100 мкМ) на 

эндотелий-зависимое расслабление в ответ на ацетилхолин артерий икроножной мышцы, 

культивированных 12 часов в присутствии: А – растворителя (ДМСО), Б – ингибитора 5’-

дейодирования иопаноевой кислоты (IOP), В – Т4, Г – комбинации иопаноевой кислоты и Т4 

(T4+IOP). I – зависимость «концентрация-эффект» на метоксамин до инкубации с L-NNA, II - 

зависимость «концентрация-эффект» на метоксамин после инкубации с L-NNA. Данные 

представлены в виде среднего±стандартная ошибка среднего. * - p<0.05 (двухфакторный 

дисперсионный анализ с поправкой Сидака). Числа в скобках соответствуют количеству 

животных в группе. 

 

3.2.5 Влияние ингибитора 5’-дейодирования на экспрессию дейодиназы 2 типа и 

TRα  

Для оценки состояния системы тиреоидной регуляции артерий после 12-часового 

культивирования в присутствии иопаноевой кислоты, Т4, их комбинации или растворителя 

ДМСО определяли уровень мРНК генов D2 и ядерных рецепторов тиреоидных гормонов. 
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Культивирование артерий в присутствии иопаноевой кислоты или ее комбинации с Т4 

приводило к значимому снижению содержания мРНК D2 (Рис.27А). Культивирование только в 

присутствии Т4 не влияло на уровень мРНК D2 (Рис.27А). Иопаноевая кислота, Т4 или их 

комбинация не влияли на экспрессию рецепторов тиреоидных гормонов TRα1 и TRα2 

(Рис.27Б,В). Соотношение рецепторов TRα1/TRα2 составило 0.32±0.02, 0.24±0.01*, 0.28±0.01 и 

0.25±0.03* в группах ДМСО, IOP, T4 и T4+IOP, соответственно (* - p<0.05 по сравнению с 

группой ДМСО, однофакторный дисперсионный анализ с поправкой Даннета). 

 

 

Рис.27. Влияние 12-часового культивирования в присутствии растворителя (ДМСО), 

ингибитора 5’-дейодирования иопаноевой кислоты (IOP, 100 мкМ), Т4 (50 пМ) или комбинации 

Т4+IOP на относительное содержание мРНК генов дейодиназы 2 типа и ядерных рецепторов 

тиреоидных гормонов. Над диаграммами приведены названия генов и кодируемых ими белков. 

Данные нормированы на уровень экспрессии Actb. Средний уровень экспрессии генов в группе 

ДМСО принят за 100%. Данные представлены в виде среднего±стандартная ошибка среднего. * 

- p<0.05 (однофакторный дисперсионный анализ с поправкой Сидака). Числа в скобках 

соответствуют количеству животных в группе. 

 

Таким образом, подавление 5’-дейодирования при помощи иопаноевой кислоты как в 

присутствии, так и в отсутствие Т4 вызывает нарушение тиреоидной регуляции артерий 

икроножной мышцы на уровне транскрипции, уменьшая содержание мРНК D2 и, возможно, 

несколько снижая чувствительность клеток к тиреоидным гормонам (судя по уменьшению 

отношения мРНК TRα1/TRα2). 

 

3.2.6 Влияние ингибитора 5’-дейодирования на экспрессию генов-мишеней 

геномного действия тиреоидных гормонов 

Иопаноевая кислота ингибирует 5’-дейодирование, подавляя внутриклеточную 

продукцию Т3, что приводит к уменьшению концентрации Т3 внутри ядра (Tuca et al., 1994). 

При более низком содержании Т3 в ядре должно наблюдаться ослабление геномных эффектов 
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тиреоидных гормонов, так как Т3 обладает большей аффинностью к ядерным рецепторам, чем 

Т4 (Schroeder et al., 2014). В частности, должно происходить уменьшение экспрессии Т3-

чувствительных генов. Помимо дейодиназы 2 типа (Mizuma et al., 2001), к числу таких генов, 

экспрессируемых в стенке артерий, относятся α-актин (актин гладких мышц, ответственный за 

сокращение) (Wang, Sun, 2010), Atp2a2 (белок Serca2) (Hartong et al., 1994), Ryr2 (Hudecova et 

al., 2004) и NOX1 (Wang, Sun, 2010).  

Культивирование артерий в присутствии иопаноевой кислоты или ее комбинации с Т4 

приводило к значимому снижению содержания мРНК α-актина и Serca2, но не влияло на 

содержание мРНК RyR2 и NOX1 (Рис.28). Можно заключить, что ингибитор 5’-дейодирования 

вызывает уменьшение экспрессии части исследованных Т3-чувствительных генов, таких как α-

актин и Serca2, тогда как экспрессия генов RyR2 и NOX1 сравнительно устойчива к этому 

воздействию.  

 

 

Рис. 28. Влияние 12-часового культивирования в присутствии растворителя (ДМСО), 

ингибитора 5’-дейодирования иопаноевой кислоты (IOP, 100 мкМ), Т4 (50 пМ) или комбинации 

Т4+IOP на относительное содержание мРНК генов-мишеней геномного действия тиреоидных 

гормонов. Над диаграммами приведены названия генов и кодируемых ими белков. Данные 

нормированы на уровень экспрессии Actb. Средний уровень экспрессии генов в группе ДМСО 

принят за 100%. Данные представлены в виде среднего±стандартная ошибка среднего. * - 
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p<0.05 (однофакторный дисперсионный анализ с поправкой Сидака). Числа в скобках 

соответствуют количеству животных в группе. 

 

3.2.7 Влияние ингибитора 5’-дейодирования на экспрессию генов, регулирующих 

продукцию оксида азота 

Полученные нами данные об уменьшении вклада NO в вазомоторные реакции артерий, 

культивированных в присутствии ингибитора 5’-дейодирования, свидетельствуют об 

уменьшении биодоступности NO в стенке артерий. Поэтому мы оценивали влияние 12-часового 

культивирования в присутствии IOP, Т4, их комбинации или растворителя на экспрессию генов, 

регулирующих продукцию оксида азота в артериях. Продукция оксида азота в сосудистой 

стенке может зависеть от активности NO-синтаз, а также аргиназы-2 (Arg2), конкурирующей с 

NO-синтазами за общий субстрат – L-аргинин (Гайнуллина и др., 2013; Zhang et al., 2004). 

Культивирование в присутствии иопаноевой кислоты или ее комбинации с Т4 не влияло 

на экспрессию eNOS, nNOS или Arg2 (Рис.29А,Б,Г), но приводило к снижению содержания 

мРНК индуцибельной NO-синтазы (Рис.29В). Культивирование в присутствии только Т4 не 

влияло на уровень мРНК всех исследованных генов-регуляторов синтеза NO.  
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Рис. 29. Влияние 12-часового культивирования в присутствии растворителя (ДМСО), 

ингибитора 5’-дейодирования иопаноевой кислоты (IOP, 100 мкМ), Т4 (50 пМ) или комбинации 

Т4+IOP на относительное содержание мРНК генов, регулирующих уровень продукции NO. Над 

диаграммами приведены названия генов и кодируемых ими белков. Данные нормированы на 
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уровень экспрессии Actb. Средний уровень экспрессии генов в группе ДМСО принят за 100%. 

Данные представлены в виде среднего±стандартная ошибка среднего. * - p<0.05 

(однофакторный дисперсионный анализ с поправкой Сидака). Числа в скобках соответствуют 

количеству животных в группе. 

 

Таким образом, уменьшение вклада NO в вазомоторные реакции артерий под действием 

ингибитора 5’-дейодирования может быть связано с уменьшением содержания мРНК iNOS, но 

не связано с изменением уровня мРНК eNOS, nNOS и Arg2. 

 

3.3 Результаты исследования быстрых негеномных эффектов тиреоидных гормонов 

на артерии икроножной мышцы 

Для исследования механизмов быстрого расслабления артерий под действием 

тиреоидных гормонов был проведен комплекс экспериментов на изолированных сегментах 

артерий икроножной мышцы. Для идентификации сигнальных каскадов, опосредующих 

расслабление, в части экспериментов использовали селективные блокаторы и ингибиторы. 

Важно, что общая длительность действия тиреоидных гормонов в описанных далее 

экспериментах не превышала 1.5 ч, что позволяет говорить об их негеномном влиянии.  

 

3.3.1 Сравнение реакций расслабления артерии при негеномном влиянии Т3 и Т4  

Аппликация Т3 или Т4 в возрастающих концентрациях (0.03-10 мкМ) с 10-минутными 

интервалами вызывала дозозависимое расслабление предварительно сокращенных 

метоксамином сегментов артерий икроножной мышцы (Рис.30А,Б). На оригинальной записи 

видно, что реакция артерий наблюдалась уже через несколько минут после добавления гормона 

(РРис.30А). При этом эффект Т4 был более выраженным, чем эффект Т3. Значения 

минимальной эффективной концентрации Т3 и Т4 (концентрации, при которой значение силы в 

экспериментах с добавлением гормона статистически значимо отличается от соответствующего 

значения в контрольных экспериментах) составили 10 и 3 мкМ, соответственно (Рис.30Б). В 

группе ДМСО (растворитель) тонус артерий к концу эксперимента спонтанно снижался до 

52.9±4.3% от уровня изначального сокращения. Артерии, которые подвергались действию 

тиреоидных гормонов, расслаблялись сильнее: до 34.2±5.9% в группе Т3 и до 18.9±3.3% в 

группе Т4 (p<0.05 Т3 vs T4, однофакторный дисперсионный анализ с поправкой Сидака). Таким 

образом, Т4 вызывал более выраженное расслабление артерий икроножной мышцы, чем Т3. 

Так как Т4 способен превращаться в Т3 в ходе 5’-дейодирования (Gereben et al., 2008), мы 

использовали ингибитор 5’-дейодиназ иопаноевую кислоту, чтобы отделить собственные 

эффекты Т4 от эффектов Т3, образованного из Т4 под действием дейодиназы 2 типа. 
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Предварительная инкубация сегментов артерий с иопаноевой кислотой не повлияла на быстрое 

расслабление, вызванное Т4 (Рис.30В). По всей видимости, значимую роль в наблюдаемой 

быстрой негеномной вазодилатации играет независимое от дейодирования, то есть собственное, 

действие Т4. 

 

 

Рис.30. Быстрые эффекты Т3 и Т4 на предсокращенные метоксамином артерии 

икроножной мышцы. А. Оригинальная запись вызванного Т4 дозозависимого расслабления 

артерии. Б. Сравнение выраженности эффектов Т3 и Т4. В. Влияние ингибитора дейодиназы 2 

типа (IOP, 100 мкМ) на вызванную Т4 вазодилатацию. МХ – метоксамин. Данные представлены 

в виде среднего±стандартная ошибка среднего. * - p<0.05 по сравнению с группой ДМСО 

(двухфакторный дисперсионный анализ с поправкой Тьюки). Числа в скобках соответствуют 

количеству животных в группе. 

 

При использовании другого экспериментального протокола короткая 20-минутная 

инкубация с Т3 или Т4 (10 мкМ) приводила к подавлению сократительных ответов артерий на 

увеличивающиеся концентрации метоксамина, что проявлялось в виде сдвига зависимости 

«концентрация-эффект» вправо (Рис.5, 31А,Б). Это согласуется с данными, полученными при 

добавлении гормонов к предсокращенным артериям (Рис.30Б). Нужно отметить, что 

использование экспериментального протокола с двумя зависимостями «концентрация-эффект» 

на метоксамин (как на рис.24) позволяет исключить фактор спонтанного спада тонуса артерий с 
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течением времени, что упрощает интерпретацию результатов. Кроме того, этот протокол 

позволяет уменьшить объем растворителя ДМСО, добавляемого в камеру, то есть исследование 

сократительных ответов артерий происходит в более физиологичных условиях. В связи с этим 

дальнейшее исследование механизмов вызванного тиреоидными гормонами быстрого 

расслабления артерий проводили именно по такому протоколу с использованием тиреоидных 

гормонов в одной и той же концентрации– 10 мкМ. 

 

 

Рис. 31. Зависимости «концентрация-эффект» на метоксамин артерий с интактным (А, Б) 

или удаленным (В, Г) эндотелием в присутствии растворителя и Т3 (А, В) или Т4 (Б, Г). Данные 

представлены в виде среднего±стандартная ошибка среднего. * - p<0.05 по сравнению с 

группой ДМСО (двухфакторный дисперсионный анализ с поправкой Тьюки). Числа в скобках 

соответствуют количеству животных в группе. 
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3.3.2 Исследование роли эндотелия в расслаблении артерий под действием 

тиреоидных гормонов 

Чтобы определить, участвует ли эндотелий в реализации быстрого расслабления артерий 

при негеномном действии тиреоидных гормонов, были проведены эксперименты на артериях с 

интактным и механически удаленным эндотелием (Рис.31).  

Т3 подавлял сократительные ответы на метоксамин в артериях с интактным (Рис.31А), 

но не с удаленным эндотелием (Рис.31В), а Т4 действовал на артерии вне зависимости от 

наличия эндотелия (Рис.31Б, Г). Интенсивность эффекта Т4, оцененная путем вычисления 

площади под кривой (в % от соответствующего контроля), не отличалась для сегментов с 

интактным и удаленным эндотелием: площадь уменьшалась до 72.4±8.2% и 75.0±4.9%, 

соответственно (p>0.05, непарный критерий Стьюдента). Исходя из полученных результатов, 

можно заключить, что вызванное Т3 и Т4 быстрое расслабление артерий реализуется по разным 

механизмам: эндотелий-зависимому в случае Т3, и эндотелий-независимому в случае Т4.  

Механизм вызванного Т4 негеномного расслабления артерий, реализующегося на уровне 

гладкой мышцы, ранее не был исследован, поэтому в дальнейшей части работы мы 

сосредоточились именно на нем. Все описанные далее функциональные эксперименты были 

проведены на артериях с удаленным эндотелием.  

 

3.3.3 Влияние блокатора интегрина αvβ3 на расслабление артерий под действием T4 

Одним из рецепторов, который может опосредовать негеномные эффекты Т4, в 

частности, стимуляцию ангиогенеза, является интегрин αvβ3 (Bergh et al., 2005; Liu et al., 2014). 

В присутствии блокатора сайта связывания тиреоидных гормонов интегрина αvβ3 тетрака 

(дезаминированное производное Т4, тетрайодотироуксусная кислота) Т4 не подавлял 

сократительные ответы артерий с удаленным эндотелием на метоксамин (Рис.32). Таким 

образом, интегрин αvβ3 опосредует расслабление артерий при негеномном влиянии Т4. 
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Рис.32. Блокатор интегрина αvβ3 тетрак устраняет вызванное Т4 подавление 

сократительных ответов артерий икроножной мышцы на метоксамин. Зависимости 

«концентрация-эффект» на метоксамин после инкубации артерий с удаленным эндотелием с Т4 

или растворителем в отсутствие (А) или в присутствии (Б) тетрака (3 мкМ). Данные 

представлены в виде среднего±стандартная ошибка среднего. * - p<0.05 по сравнению с 

группой ДМСО (двухфакторный дисперсионный анализ с поправкой Тьюки). Числа в скобках 

соответствуют количеству животных в группе. 

 

3.3.4 Влияние Т4 на уровень фосфорилирования регуляторных легких цепей 

миозина в артериях  

Основным способом регуляции сокращения гладких мышц артерий является 

активирующее фосфорилирование MLC2 (Воротников и др., 2009; Mizuno et al., 2008; Somlyo 

2003). Фосфорилирование MLC2 может проходить по двум остаткам –Ser19 и Thr18 (Wilson et 

al., 2005). Нужно отметить, что механизмы фосфорилирования по остатку Ser19 более изучены, 

поскольку оно является необходимым условием активации миозина 2 (Казакова и др., 2019). 

Чтобы определить, связано ли вызванное Т4 негеномное расслабление артерий с данным 

механизмом, мы оценивали уровень фосфорилирования MLC2 по Ser19 в сегментах артерий 

после добавления растворителя, метоксамина, или метоксамина на фоне инкубации с Т4 

(Рис.33). Метоксамин вызывал увеличение уровня фосфо-MLC2, тогда как предварительная 

инкубация с Т4 ослабляла этот прирост. 

Исходя из полученных данных, можно заключить, что негеномное влияние Т4 на тонус 

артерий связано с изменением уровня фосфорилирования легких цепей миозина.  
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Рис.33. Т4 ослабляет вызванный метоксамином прирост уровня фосфорилирования 

легких цепей миозина (рMLC2) по остатку Ser19 в артериях икроножной мышцы. 

Репрезентативные части мембран представлены в верхней части графика. Данные нормированы 

на содержание β-актина в том же образце, за 100% принято среднее значение для двух образцов 

артерий брыжейки, которые присутствовали на каждой мембране. МХ – метоксамин (10 мкМ). 

Концентрация Т4 – 10 мкМ. Данные представлены в виде среднего±стандартная ошибка 

среднего. * - p<0.05 (однофакторный дисперсионный анализ с поправкой Даннета). Числа в 

скобках соответствуют количеству животных в группе. 

 

3.3.5 Влияние блокатора кальций-зависимых калиевых каналов большой 

проводимости на расслабление артерий под действием T4 

Так как интегрин αvβ3 не способен напрямую влиять на уровень фосфорилирования 

MLC2 в гладкомышечных клетках артерий, необходимо было идентифицировать других 

молекулярных участников, обеспечивающих передачу сигнала от интегрина к сократительному 

аппарату клетки. Одним из таких участников могут быть функционально важные для гладкой 

мышцы артерий кальций-зависимые калиевые каналы большой проводимости BKCa (Davis et al., 

2002), так как их активация ведет к гиперполяризации мембраны, закрытию кальциевых 

каналов L-типа и снижению внутриклеточной концентрации кальция (Fan et al., 2019), в 

результате чего уровень фосфорилирования MLC2 может уменьшаться (Webb, 2003). 
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Рис 34. Блокатор ВКСа каналов ибериотоксин (Ibtx) не устраняет вызванное Т4 

подавление сократительных ответов артерий икроножной мышцы на метоксамнн. Зависимости 

«концентрация-эффект» на метоксамин после инкубации артерий с удаленным эндотелием с Т4 

или растворителем в отсутствии (А) или присутствии (Б) ибериотоксина (Ibtx, 0.1 мкМ). 

Данные представлены в виде среднего±стандартная ошибка среднего. * - p<0.05 

(двухфакторный дисперсионный анализ с поправкой Тьюки). Числа в скобках соответствуют 

количеству животных в группе. 

 

Тем не менее, вызванное Т4 подавление сократительных ответов артерий на метоксамин 

наблюдалось и в присутствии блокатора BKCa ибериотоксина (Рис.34Б). Сохранение эффекта Т4 

в присутствии ибериотоксина также подтвердилось при вычислении значений площади под 

кривыми: Т4 вызывал уменьшение площади до 81.2±5.7% (% от группы ДМСО), тогда как Т4 на 

фоне ибериотоксина приводил к аналогичному уменьшению до 80.2±6.3% (% от группы Ibtx) 

(p>0.05, непарный критерий Стьюдента).  

По всей видимости, BKCa каналы не опосредуют негеномное влияние Т4 на артерии. 

 

3.3.6 Влияние ингибиторов протеинкиназ ERK1/2 и ILK на расслабление артерий 

под действием Т4 

Потенциальными посредниками, передающими сигнал от интегрина αvβ3 к 

сократительному аппарату гладкомышечных клеток, могут быть различные протеинкиназы. В 

частности, к протеинкиназам, активируемым в ходе интегриновой сигнализации, относятся 

ERK1/2 и интегрин-связанная киназа ILK (integrin-linked kinase) (Friedrich et al., 2006; Rucci et 

al., 2005).  

Т4 не подавлял сократительные ответы артерий на метоксамин в присутствии U0126, 

ингибитора киназы MEK1/2, активирующей ERK1/2, тогда как на фоне его неактивного аналога 
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U0124 эффект Т4 был ярко выражен (Рис.35А,Б). Ингибитор протеинкиназы ILK compound22 

(Cpd22) также предотвращал расслабление артерий под действием Т4, тогда как эффект Т4 

сохранялся после добавления эквивалентного объема растворителя ДМСО (Рис.35В,Г). Исходя 

из полученных данных, можно заключить, что протеинкиназы ERK1/2 и ILK опосредуют 

быстрое негеномное действие Т4 на артерии. 

 

 

Рис.35. Ингибиторы ERK1/2 (U0126) и ILK (Cpd22) устраняют вызванное Т4 подавление 

сократительных ответов артерий икроножной мышцы на метоксамнн. Зависимости 

«концентрация-эффект» на метоксамин после инкубации артерий с удаленным эндотелием с Т4 

или растворителем в присутствии (А) U0124 (неактивный аналог U0126, 10 мкМ), (Б) U0126 (10 

мкМ), (В) ДМСО, (Г) Cpd22 (10 мкМ). Данные представлены в виде среднего±стандартная 

ошибка среднего. * - p<0.05 (двухфакторный дисперсионный анализ с поправкой Тьюки). Числа 

в скобках соответствуют количеству животных в группе. 

 

3.3.7 Влияние ингибиторов Src-киназы и Rho-киназы на расслабление артерий под 

действием Т4 

Интегрин αvβ3 также может активировать Src-киназу (Flamini et al., 2017; Qiu et al., 

2014). Активация Src-киназы, в свою очередь, может приводить к активации Rho-киназы, 
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важного регулятора уровня фосфорилирования MLC2 (Knock et al., 2008; Samarakoon et al., 

2011).  

В наших экспериментах T4 подавлял вызванное метоксамином сокращение артерий в 

присутствии как ингибитора Src-киназы PP2, так и его неактивного аналога PP3 (Рис.36А,Б). 

Эффект Т4 также был выражен на фоне действия ингибитора Rho-киназы Y27632 (Рис.36В,Г). 

Сохранение расслабляющего эффекта Т4 на артерии в присутствии ингибиторов Src- и Rho-

киназ подтверждается сопоставимым изменением площади под кривой зависимости 

«концентрация-эффект» для метоксамина. В артериях, инкубированных с РР2 и РР3 Т4 

приводил к уменьшению площади до 76.2±4.8% и 77.7±5.8% по сравнению с контролем, 

соответственно (p>0.05, непарный критерий Стьюдента). Аналогично, в артериях, 

инкубированных с Y27632 или растворителем уменьшение площади под действием Т4 

составило 68.4±4.4% и 70.3±5.2% по сравнению с соответствующим контролем (p>0.05, 

непарный критерий Стьюдента). 

Полученные данные свидетельствуют, что Src- и Rho-киназы не являются 

функционально значимыми посредниками быстрого расслабления артерий под действием Т4.  

 

 

Рис.36. Ингибиторы Src- (PP2) и Rho-киназы (Y27632) не устраняют вызванное Т4 

подавление сократительных ответов артерий икроножной мышцы на метоксамнн. Зависимости 
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«концентрация-эффект» на метоксамин после инкубации артерий с удаленным эндотелием с Т4 

или растворителем в присутствии (А) PP3 (неактивного аналога PP2, 10 мкМ), (Б) PP2 (10 

мкМ), (В) ДМСО, (Г) Y27632 (10 мкМ). Данные представлены в виде среднего±стандартная 

ошибка среднего. * - p<0.05 (двухфакторный дисперсионный анализ с поправкой Тьюки). Числа 

в скобках соответствуют количеству животных в группе. 

 

3.3.8 Влияние Т4 на уровень фосфорилирования протеинкиназы Akt и субъединицы 

фосфатазы легких цепей миозина MYPT1 в артериях 

К посредникам, способным влиять на уровень фосфорилирования MLC2 и участвовать в 

интегриновой сигнализации, относится протеинкиназа Akt. Src-киназа и ILK могут 

активировать Akt (Persad et al., 2001; Yang et al., 2005). Более того, было показано, что 

сигнальный путь Src/PI3K/Akt может опосредовать негеномные эффекты в тканях за пределами 

сердечно-сосудистой системы (Cao et al., 2009; Lei 2011). Однако в наших экспериментах 20-

минутная инкубация с Т4 не влияла на уровень фосфорилирования Akt по остатку Ser473 в 

сокращенных метоксамином артериях (Рис.37А).  

Ключевым механизмом увеличения содержание фосфо-MLC2 под действием Rho-

киназы является подавление активности фосфатазы легких цепей миозина путем 

фосфорилирования ее регуляторной субъединицы MYPT1 (myosin phosphatase target subunit 1) 

(Kitazawa et al., 2003; Knock et al., 2008). Поэтому для дополнительной проверки участия Rho-

киназы в быстрых эффектах Т4 на артерии мы оценивали уровень фосфорилирования 

регуляторной субъединицы фосфатазы легких цепей миозина MYPT1 по специфическому для 

Rho-киназы сайту Thr850 (Grassie et al., 2011; Kitazawa et al., 2003). 20-минутная инкубация с Т4 

приводила к значимому снижению содержания фосфо-MYPT1 в артериях, сокращенных 

метоксамином (Рис.37Б). Таким образом, можно заключить, что сигнальный каскад, 

инициируемый Т4 в ходе быстрого негеномного действия на артерии, не задействует 

протеинкиназу Akt, но может быть связан с повышением активности фосфатазы легких цепей 

миозина в результате фосфорилирования ее регуляторной субъединицы MYPT1. 
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Рис 37. Влияние Т4 на уровень фосфорилирования киназы Akt по остатку Ser473 (А) и 

субъединицы фосфатазы легких цепей миозина MYPT1 по остатку Thr850 (Б) в артериях 

икроножной мышцы. Репрезентативные части мембран представлены в верхней части графика. 

Данные нормированы на уровень β-актина в том же образце, за 100% принято среднее значение 

для двух образцов артерий брыжейки, которые присутствовали на каждой мембране. МХ – 

метоксамин (10 мкМ). Данные представлены в виде среднего±стандартная ошибка среднего. * - 

p<0.05 (однофакторный дисперсионный анализ с поправкой Даннета). Числа в скобках 

соответствуют количеству животных в группе. 
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4 ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

 

4.1 Обобщение полученных результатов 

Данная работа была направлена на изучение механизмов тиреоидной регуляции 

резистивных артерий, причем учитывала как геномный, так и негеномный аспекты действия 

тиреоидных гормонов. Работу можно разделить на три этапа, которые будут последовательно 

рассмотрены в обсуждении: 

1) исследование механизмов регуляции экспрессии D2 в резистивных артериях in vivo; 

2) исследование функциональной роли D2 в резистивных артериях; 

3) исследование механизмов быстрого расслабления сосудов при негеномном действии Т3 и 

Т4. 

D2 является основным фактором, определяющим интенсивность геномного действия 

тиреоидных гормонов в ткани. В данной работе впервые изучена регуляция экспрессии D2 в 

резистивных артериях in vivo. Показано, что избыток Т3 приводит к снижению уровня мРНК D2 

в артериях скелетных мышц. Впервые установлено, что хроническая неонатальная 

десимпатизация также вызывает снижение мРНК D2 в артериях скелетных мышц, но не 

тонкого кишечника. Показано, что хроническое подавление синтеза оксида азота не влияет на 

экспрессию D2 в резистивных артериях этих сосудистых регионов. 

В данной работе впервые использована методика культивирования сосудов для 

выявления функциональной роли D2 в резистивных артериях. Показано, что ингибирование D2 

сопровождается снижением регуляторного влияния оксида азота на реакции сокращения и 

расслабления артерий скелетных мышц. 

Наконец, в работе впервые проведено комплексное исследование механизмов 

негеномного влияния тиреоидных гормонов на тонус артерий скелетных мышц. Показано, что 

эффект Т3 менее выражен, чем эффект Т4, и является эндотелий-зависимым, тогда как эффект 

Т4 сохраняется после удаления эндотелия. Впервые идентифицированы ключевые участники 

каскада, инициируемого Т4 в ходе негеномного расслабления: интегрин αvβ3, протеинкиназы 

ERK1/2 и ILK. 



106 

 

4.2 Механизмы регуляции экспрессии D2 in vivo 

В данной работе впервые предпринята попытка изучить механизмы регуляции 

экспрессии D2 в резистивных артериях разных органов крыс in vivo. Для исследования 

механизмов были выбраны и ранее известные факторы, чья роль в регуляции экспрессии D2 

была показана в исследованиях на клеточных культурах и в других тканях (концентрация 

уровня Т3 в крови и симпатические влияния), и ранее не изученный фактор уровня продукции 

NO, имеющий особое значение для работы сосудов.  

 

4.2.1 Экспрессия D2 при гипертиреозе  

Для моделирования гипертиреоза было использовано введение Т3, которое приводило к 

увеличению обеих фракций Т3 и снижению обеих фракций Т4 в крови. По всей видимости, 

такое разнонаправленное изменение тиреоидных гормонов связано с активацией петли 

обратной связи в гипоталамо-гипофизарной-тиреоидной оси (Bianco et al., 2019). Аналогичное 

разнонаправленное изменение содержания тиреоидных гормонов в крови наблюдалось при 

введении крысам Т3 и в другой работе (Donzelli et al., 2016). 

В исследованиях на клеточных культурах и тканях вне сосудистой системы было 

показано, что и Т3, и Т4 могут оказывать негативное влияние на экспрессию и активность D2 

(Burmeister et al., 1997; Croteau et al., 1996). Использованная нами модель гипертиреоза за счет 

разнонаправленного изменения концентраций Т3 и Т4 в крови позволила разделить эффекты 

этих двух форм тиреоидных гормонов и оценить влияние избытка традиционно считающегося 

более активным Т3 на экспрессию D2. Нужно отметить, что снижение концентрации Т4 в крови 

не повлияло на общую картину эффектов гипертиреоза на организм животных: в соответствии с 

данными литературы, в нашей модели у крыс наблюдалось замедление прироста массы тела и 

увеличение систолического артериального давления (Asahi et al., 2001; Bussemaker et al., 2003; 

Rodríguez-Gómez et al., 2016; Tsujimoto 1986). Гипертиреоз у людей также часто приводит к 

снижению массы тела и повышению систолического артериального давления (Berta et al., 2019; 

Klein, 1990; Kyriacou et al., 2019). Моделирование гипертиреоза при помощи введения Т4 

привело бы к повышению концентрации как Т4, так и Т3 в крови (Honda et al., 2000; Quesada et 

al., 2002), в этом случае было бы невозможно определить собственные эффекты разных форм 

тиреоидных гормонов. 

Избыток Т3 сопровождался снижением содержания мРНК D2 в артериях икроножной 

мышцы. Это согласуется с представлениями о негативном влиянии тиреоидных гормонов на 

экспрессию гена D2 в некоторых тканях, в том числе, в нервной ткани и скелетных мышцах 

(Burmeister et al., 1997; Croteau et al., 1996; Hosoi et al., 1999), а также с результатами 
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экспериментов на культуре гладкомышечных клеток артерий человека (Mizuma et al., 2001). 

Это также согласуется с представлениями о том, что Т3 влияет на экспрессию D2 именно на 

транскрипционном уровне (Burmeister et al., 1997). 

Однако уменьшение уровня мРНК не сопровождалось снижением белка D2. Можно 

предположить, что наблюдаемого умеренного снижения содержания мРНК оказалось 

недостаточно для изменения уровня белка. Кроме того, неодинаковое влияние гипертиреоза на 

содержание мРНК и белка D2 может быть связано с недостатком Т4 в крови крыс, получавших 

инъекции Т3. Известно, что Т4 негативно регулирует экспрессию D2 на посттранскрипционном 

уровне, увеличивая скорость протеасомной деградации фермента (Burmeister et al., 1997; 

Steinsapir et al., 1998). В условиях недостатка Т4 срок полужизни фермента увеличивается 

(Gereben et al., 2008), благодаря чему уровень белка D2 мог не снижаться, несмотря на 

уменьшение содержания мРНК. 

Несмотря на высказанные предположения, полученные данные не позволяют 

однозначно установить причину отсутствия снижения белка D2 при гипертиреозе in vivo. В 

частности, сохранение уровня белка D2 может происходить в результате действия 

дополнительных факторов, изменяющихся при гипертиреозе, например, концентраций других 

гормонов в крови. Известно, что гипертиреоз ассоциирован с нарушениями многих 

гормональных систем, в том числе инсулиновой системы и гипоталамо-гипофизарно-гонадной 

оси (Шпаков, 2017; Ajayi et al., 2013). Возможно, эти системы также оказывают влияние на 

уровень экспрессии D2.  

Можно заключить, что подавление экспрессии D2 на уровне мРНК в артериях скелетных 

мышц при гипертиреозе согласуется с классическими представлениями о негативной Т3-

зависимой регуляции этого фермента в других тканях. Вопрос о тиреоидной регуляции 

содержания D2 в клетках сосудов должен быть более детально рассмотрен в дальнейших 

исследованиях, возможно, в более простых и контролируемых условиях. Одним из подходящих 

методических подходов может быть культивирование сосудов. 

 

4.2.2 Экспрессия D2 при хронической неонатальной десимпатизации 

Хроническая неонатальная десимпатизация не вызывала значительных изменений 

тиреоидного статуса крыс, но приводила к небольшому снижению свободного Т3. Известно, что 

симпатические волокна иннервируют щитовидную железу, причем активация симпатической 

системы усиливает секрецию тиреоидных гормонов (Melander et al., 1974). Тем не менее, в 

наших экспериментах наблюдалось снижение только свободного Т3, что, скорее всего, не 

связано с уменьшением продукции гормонов щитовидной железой, так как тиреоциты 

синтезируют преимущественно Т4 (Laurberg, 1984). Показано, что неонатальное введение 



108 

гуанетидина приводит к значительному снижению содержания норадреналина во всех тканях, 

кроме надпочечников и мозга (Levin et al., 1984). Поскольку катехоламины способны 

активировать D2 в буром жире (Aceves 2001), можно предположить, что небольшое 

уменьшение свободного Т3 у десимпатизированных крыс связано со сниженной активностью 

D2 в буром жире. Было показано, что в определенных физиологических состояниях (например, 

после острой или хронической холодовой экспозиции), активация D2 в буром жире может 

способствовать значимому повышению уровня Т3 в плазме крови крыс (Silva, Larsen, 1985). 

В экспериментальной модели неонатальной десимпатизации мы оценивали экспрессию 

D2 в резистивных артериях двух разных сосудистых регионов – скелетных мышц и тонкого 

кишечника. Мы предполагали, что влияние десимпатизации на содержание D2 в артериях 

может зависеть от плотности симпатической иннервации, поэтому выбрали густо 

иннервированные артерии (артерии тонкого кишечника, или брыжейки) и относительно редко 

иннервированные артерии (артерии икроножной мышцы, или суральные). Известно, что 

введение агонистов адренорецепторов вызывает увеличение содержания мРНК и активности D2 

в буром жире (Jones et al., 1986) и аорте (Yasuzawa-Amano, Toyoda, 2004). Механизм 

транскрипционного эффекта катехоламинов связывают с увеличением внутриклеточной 

концентрации цАМФ и активацией транскрипционного фактора CREB (белок, связывающий 

цАМФ-чувствительные последовательности в ДНК), связывающегося с промотором гена D2 

(Bartha et al., 2000; Gereben et al., 2008; Martinez-deMena et al., 2016). 

В соответствии с этим, мы предполагали, что содержание мРНК D2 будет выше в 

артериях с более высокой плотностью симпатической иннервации. Тем не менее, уровень мРНК 

D2 был значительно выше в артериях икроножной мышцы по сравнению с артериями 

брыжейки. Такое различие в уровне экспрессии D2 можно объяснить разной 

чувствительностью артерий к агонистам β-адренорецепторов. Известно, что артерии скелетных 

мышц, в том числе артерии икроножной мышцы, обладают более высокой чувствительностью к 

агонистам β-адренорецепторов в связи с необходимостью расширения сосудов мышц при 

стрессе (Mark et al., 1972). Скорее всего, это означает, что плотность β-адренорецепторов в 

артериях икроножной мышцы выше, чем в артериях брыжейки. Более высокая плотность β-

адренорецепторов может обеспечивать более высокий уровень внутриклеточного цАМФ в 

клетках артерий икроножной мышцы, и, как следствие, более высокое содержание в них мРНК 

D2, несмотря на сравнительно низкую плотность симпатической иннервации.  

Кроме того, симпатические волокна, иннервирующие артерии разных сосудистых 

регионов, могут быть неодинаково активными (Machado, Brody, 1990). Более высокая 

активность волокон, иннервирующих артерии икроножной мышцы, также может быть 

причиной более высокого уровня мРНК D2 в ней по сравнению с артериями брыжейки. Однако 
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это всего лишь предположение, так как разрядную активность симпатических волокон, 

иннервирующих артерии скелетных мышц и кишечника, у бодрствующих крыс нельзя оценить 

экспериментально. 

Неонатальная десимпатизация приводила к снижению мРНК D2 в артериях икроножной 

мышцы, но не в артериях тонкого кишечника. Отсутствие влияния десимпатизации на 

экспрессию D2 в артериях брыжейки можно объяснить сравнительно низким содержанием 

мРНК по сравнению с артериями икроножной мышцы. Возможно, в артериях брыжейки 

содержание мРНК D2 настолько низкое, что находится вне диапазона физиологической 

регуляции. 

В связи с тем, что изменение мРНК D2 наблюдалось только в суральных артериях, 

исследования уровня белка проводили именно для них. Содержание белка D2 в артериях 

икроножной мышцы крыс с неонатальной десимпатизацией демонстрировало тенденцию к 

снижению, что согласуется с изменениями мРНК. 

Таким образом, можно заключить, что экспрессия D2 в артериях положительно 

регулируется симпатическими влияниями, однако эта зависимость имеет регионарную 

специфичность и проявляется в артериях скелетных мышц, но не тонкого кишечника. 

Отсутствие изменений мРНК D2 в густо иннервированных артериях брыжейки при 

десимпатизации подразумевает наличие в них сложного взаимодействия регуляторных влияний 

симпатической нервной системы и других факторов на экспрессию D2 в артериях, такое 

взаимодействие представляет интерес для изучения в будущем. Изменение уровня мРНК D2 в 

суральных артериях может свидетельствовать о более высокой физиологической значимости 

этого фермента и тиреоидной регуляции в целом именно для сосудистого русла скелетных 

мышц. Это подтверждается данными о выраженном изменении кровотока в этом регионе как у 

людей, так и у крыс с гипертиреозом (Bausch, McAllister, 2003; Frey, 1967; Martin et al., 1992; 

McAllister et al., 1995). 

 

4.2.3 Экспрессия D2 при хроническом подавлении синтеза оксида азота 

В данной работе впервые исследовано влияние синтеза NO на экспрессию D2. Гипотеза 

о возможном негативном влиянии оксида азота на экспрессию D2 была выдвинута на 

основании сопоставления профилей экспрессии eNOS и D2 в артериях разных регионов: ранее в 

нашей лаборатории было показано, что в артериях брыжейки крыс уровень экспрессии eNOS 

намного выше, чем в подкожной артерии, тогда как уровень экспрессии D2 – напротив, намного 

ниже (Sofronova et al., 2016; Sofronova et al., 2017). В ходе данной работы мы обнаружили 

аналогичное соотношение экспрессии eNOS и D2 при сравнении суральных артерий и артерий 

брыжейки: уровень мРНК eNOS был выше в артериях брыжейки, а мРНК D2 – в артериях 
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икроножной мышцы крыс. Однако хроническое подавление синтеза оксида азота не привело к 

изменению экспрессии D2 ни в одной из исследованных артерий, причем как на уровне мРНК, 

так и на уровне белка. Таким образом, полученные результаты не согласуются с нашей 

гипотезой. Возможно, уровни экспрессии D2 и eNOS находятся под регуляторным влиянием 

какого-то еще, на данный момент не выявленного фактора. 

 

4.2.4 Обобщение результатов о регуляции экспрессии D2 в резистивных артериях 

крыс in vivo  

Исследование механизмов регуляции экспрессии D2 в резистивных артериях крыс 

показало, что уровень мРНК D2 в артериях зависит от таких «классических» факторов, как 

концентрация Т3 в крови и симпатические влияния, которые могут модулировать экспрессию 

D2 в других тиреоид-чувствительных тканях, в частности, в нервной системе и буром жире. 

Следует отметить, что как уровень мРНК D2, так и механизмы регуляции ее экспрессии могут 

отличаться в сосудах разных органов. Мы также показали, что уровень экспрессии D2 в 

артериях не зависит от влияния такого важного вазоактивного агента как NO. В связи с этим 

для выявления специфических для сосудов механизмов регуляции экспрессии D2 необходимы 

дальнейшие исследования.  

Интересно, что во всех использованных нами довольно «жестких» экспериментальных 

моделях происходило изменение экспрессии мРНК только D2, но не рецепторов тиреоидных 

гормонов. Такая лабильность уровня D2 в артериях свидетельствует о том, что именно за счет 

активности этого фермента происходит регуляция интенсивности действия тиреоидных 

гормонов на сосуды. 

Эксперименты in vivo, позволившие нам выявить зависимость экспрессии D2 в 

резистивных артериях крыс от тиреоидных и симпатических влияний, тем не менее, пока не 

позволяют установить, какие клетки стенки сосуда являются мишенью регуляции – 

эндотелиальные или гладкомышечные. В работах на клеточных культурах экспрессия D2 была 

обнаружена в обоих типах клеток (Aoki et al., 2015; Toyoda et al., 2009). Интересно, что 

инкубация гладкомышечных клеток с Т3 приводила к снижению мРНК D2 (Mizuma et al., 2001), 

тогда как инкубация эндотелиальных клеток с Т3 не оказывала влияния на экспрессию мРНК 

этого фермента (Sabatino et al., 2015). Если опираться на результаты данных исследований, 

можно предположить, что в нашей работе уменьшение уровня мРНК D2 при гипертиреозе 

преимущественно происходило в гладкой мышце суральных артерий.  

Следует отметить, что использование подхода in vivo с оценкой уровня мРНК и белка D2 

при различных состояниях организма, несмотря на более физиологические условия по 

сравнению с экспериментами in vitro, ограничивает интерпретацию результатов исследований. 
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Это связано с тем, что хроническое введение фармакологических препаратов, необходимое для 

создания той или иной экспериментальной модели, приводит ко множеству изменений в работе 

систем органов животного, часть из которых являются вторичными по отношению к препарату. 

Так как экспрессия D2 зависит от многих факторов (Arrojo E Drigo et al., 2013), она может 

изменяться не в результате прямого транскрипционного, трансляционного или 

посттранскрипционного действия препарата, но в результате его опосредованного действия за 

счет изменения функционирования систем органов или влияния на какие-либо показатели 

внутренней среды. Например, изменение тиреоидного статуса может влиять на активность 

симпатической нервной системы. В частности, у пациентов с гипертиреозом наблюдается 

дисбаланс нервной регуляции сердечного ритма: усиливаются симпатические влияния и 

ослабляются – парасимпатические (Burggraaf et al., 2001; Chen et al., 2006). С другой стороны, в 

наших экспериментах хроническая десимпатизация приводила к изменению тиреоидного 

статуса, что проявлялось в небольшом снижении концентрации общего Т3 в крови. Поэтому 

следует учитывать, что выявленные нами закономерности регуляции экспресcии D2 требуют 

более подробного изучения в экспериментах как in vivo, так и in vitro в будущем. 

Также следует отметить, что в целях стандартизации результатов в работе были 

использованы только самцы крыс, так как использование самок сопряжено с необходимостью 

отслеживания их эстрального цикла, изменение продукции половых гормонов в ходе которого 

может влиять на реактивность артерий (Liu et al., 2001; Toba et al., 1991; Zamorano et al., 1994). 

Учет фазы эстрального цикла особенно сложен в хронических экспериментах, так как 

необходимо одновременно обеспечить и одинаковую длительность воздействия для крыс обоих 

полов, и одинаковую фазу цикла для самок в момент различных манипуляций (оценки 

артериального давления, взятия крови, выделения артерий). Тем не менее, тиреоидные 

дисфункции в 10-20 раз чаще встречаются у женщин, чем у мужчин (Taylor et al., 2018). Можно 

предположить, что обнаруженные нами закономерности тиреоидной регуляции работы сосудов 

будут для самок будут не менее или даже более значимыми, чем для самцов. Поэтому задача 

провести аналогичные эксперименты с использованием самок крыс в будущем представляется 

довольно актуальной.  

 
4.3 Функциональная роль D2 в резистивных артериях  

 

4.3.1 Влияние культивирования на характеристики артерий  

Нужно отметить, что изучение функциональной роли D2 в артериях требовало 

использования особого методического подхода. Системное введение ингибитора 5’-

дейодирования неизбежно приводит к изменению концентраций тиреоидных гормонов в крови, 



112 

а также сдвигу установочной точки тиреоидной оси в гипоталамусе (Coppola et al., 2005; Maia et 

al., 2005), что может повлиять на тиреоидную регуляцию артерий и затруднить интерпретацию 

результатов. Использование мышей с нокаутом гена D2 нерационально по тем же причинам: у 

них наблюдается сдвиг установочной точки тиреоидной оси в гипоталамусе. Кроме того, для 

нокаутных мышей характерна компенсация патологий во взрослом возрасте (Bianco et al., 2014; 

Galton et al., 2014).  

Для обеспечения пролонгированного действия ингибитора D2 без cопутствующих 

системных изменений, но с возможностью последующего анализа вазомоторных реакций 

сосудов мы использовали методику культивирования сегментов артерий (organ culture). Эта 

методика обеспечивает более физиологичные условия эксперимента, чем клеточная культура, 

при этом позволяет минимизировать побочные эффекты от действия исследуемых веществ на 

другие органы, в отличие от методик in vivo. Она используется в том числе и при проведении 

доклинических исследований влияния различных веществ на сосуды (Christensen et al., 2019). 

Так как при добавлении в культуральную среду ингибитор 5’-дейодирования иопаноевая 

кислота накапливается в клетках (Barnhart et al., 1983), мы предположили, что при 

культивировании артерий она также будет способна проникать внутрь ткани и подавлять 

активность D2. 

Предварительная серия экспериментов подтвердила возможность использования 

культивирования целых артерий для исследования функциональной роли D2: при 

культивировании в течение 8 и 24 часов не происходило уменьшения содержания мРНК D2. 

Содержание мРНК TRα1 несколько снижалось, однако соотношение TRα1/TRα2 не изменялось, 

что позволяет считать умеренным наблюдаемое уменьшение чувствительности к тиреоидным 

гормонам. 

Культивирование в течение 12 часов не приводило к значимым изменениям реакций 

сокращения и расслабления артерий икроножной мышцы. Адренореактивность артерий 

икроножной мышцы на метоксамин не отличалась от предыдущих данных, полученных в 

нашей лаборатории (Гайнуллина и др., 2018). Величина расслабления артерий икроножной 

мышцы на ацетилхолин также соответствовала данным литературы (Борзых и др., 2017). 

Наличие выраженного эндотелий-зависимого расслабления говорит о том, что при 12-часовом 

культивировании сохраняется функциональная активность эндотелия. 

При этом 12-часового срока инкубации должно быть достаточно для проявления 

геномных эффектов тиреоидных гормонов (Bianco et al., 2014; Tamajusuku et al., 2006) 
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4.3.2 Активность D2 необходима для поддержания вазомоторной роли NO в 

артериях скелетных мышц крысы  

В данной работе впервые установлена функциональная роль D2 в артериях при помощи 

методики культивирования. Мы показали, что культивирование с ингибитором 

5’-дейодирования вызывало уменьшение влияния тонической продукции NO на вызванные 

метоксамином сократительные ответы артерий. Оно также приводило к снижению вклада NO в 

эндотелий-зависимое расслабление артерий на ацетилхолин. Исходя из этого, можно 

заключить, что опосредованное D2 увеличение внутриклеточного Т3 необходимо для 

поддержания продукции NO на уровне, необходимом для регуляции тонуса артерий. 

Наличие эффекта ингибитора 5’-дейодирования на вазомоторные реакции сосудов 

подразумевает, что при культивировании артерий D2 продолжает быть активной. По всей 

видимости, после выделения в стенке артерий сохраняется некоторое остаточное количество Т4, 

которое в ходе инкубации подвергается превращению в Т3. Тем не менее, добавление субстрата 

D2 – Т4, – не вызывало дополнительного увеличения влияния NO на реакции расслабления и 

сокращения сосудов. С одной стороны, это может быть связано с низкой концентрацией 

гормона – всего 50 пМ. Она соответствует физиологической, однако при культивировании 

чувствительность к тиреоидным гормонам может снижаться, так как условия все же 

отличаются от физиологических. Кроме того, часть липофильных молекул Т4 может 

сорбироваться на пластике планшета для культивирования (Bianco et al., 2014). В связи с этим, в 

будущем целесообразно провести аналогичную серию экспериментов с использованием более 

высокой концентрации гормона. Возможно, для предотвращения адгезии к пластику в среду 

для культивирования следует добавить белок, например, альбумин, (Bianco et al., 2014). При 

наличии белка в составе среды часть молекул гормона будет обратимо сорбироваться на нем, 

высвобождаясь при снижении концентрации свободного гормона в составе среды. 

Также нужно отметить, что активность D2 в условия культуры органа может быть 

снижена. Известно, что для работы фермента необходим тиоловый кофактор, чтобы 

восстанавливать Se-H группы в каталитическом центре (Gereben et al., 2008; Germain, 1988). 

Культивирование проводится в среде с высоким содержанием О2, что может вызывать сдвиг 

окислительно-восстановительного баланса клеток в сторону меньшего содержания 

восстановителей. Показано, что активность дейодиназы дозозависимо увеличивается при 

добавлении восстановителя, например, дитиотреитола, а при нарушении окислительно-

восстановительного баланса в клетке – падает (Germain, 1988). Возможно, при добавлении 

дитиотреитола в среду для культивирования активность D2 возрастет, и она сможет 

катализировать дейодирование «дополнительного» Т4.  
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4.3.3 Ингибирование D2 приводит к изменению экспрессии генов в артериях 

скелетных мышц крысы  

Мы предполагаем, что изменение сосудистых реакций в ответ на ингибирование 5’-

дейодирования связано с недостатком образования внутриклеточного Т3. В соответствии с этой 

логикой, ингибитор D2 должен вызывать уменьшение экспрессии Т3-зависимых генов. Мы 

анализировали экспрессию генов только на уровне мРНК, так как предполагали, что 12 часов 

может быть недостаточно для изменения белкового состава клеток.  

Мы изучили экспрессию четырех Т3-зависимых генов – α-актина, Serca2, RyR2, NOX1 

(Hartong et al., 1994; Hudecova et al., 2004; Wang, Sun, 2010). Снижение содержания мРНК под 

действием ингибитора 5’-дейодирования было обнаружено только у двух генов из четырех – у 

генов α-актина и Serca2. Известно, что Serca2 кодируется геном, содержащим три 

идентифицированных TRE в промоторе, что подтверждает ослабление геномного действия Т3 

на уровень мРНК Serca2 в отсутствие активности D2 (Hartong et al., 1994). Насколько нам 

известно, в промоторе α-актина на данный момент не было обнаружено TRE, однако 

зависимость экспрессии этого гена от Т3 была продемонстрирована во многих тканях (Gosteli-

Peter et al., 1996; Wang, Sun, 2010). Экспрессия двух других генов не отличалась от значения в 

контрольной группе. Отсутствие изменения в уровне мРНК лишь части Т3-зависимых генов 

может быть связано, во-первых, с разной чувствительностью этих генов к Т3. В промоторе 

разных генов может содержаться разное количество TRE, что влияет на вероятность связывания 

комплекса гормон-рецептор (Giammanco et al., 2020). Во-вторых, многие гены регулируются Т3 

с участием других рецепторов и коактиваторов, таких как RXR. Спектр генов, регулируемых 

гомо- и гетеродимерами ядерных рецепторов тиреоидных гормонов, несколько отличается. 

Недостаток коактиваторов и рецепторов может привести к тому, что Т3 будет стимулировать 

экспрессию только некоторых из потенциально зависимых от него генов, например, 

транскрипция которых зависит от образования гомо-, но не гетеродимеров ядерных рецепторов 

(Anyetei-Anum et al., 2018; Diallo et al., 2007). В этом случае ингибирование 5’-дейодирования 

также будет снижать экспрессию только некоторых из Т3-зависимых генов. 

Ингибитор 5’-дейодирования приводил к подавлению экспрессии мРНК D2. Насколько 

нам известно, такое действие иопаноевой кислоты не было показано ранее. Можно 

предположить, что этот негативный эффект на экспрессию D2 является вторичным и 

опосредован другим геном, чью экспрессию изменила иопаноевая кислота. Транскриптомный 

анализ показал, что существует около 10 дейодиназоспецифичных генов, то есть генов, 

содержание мРНК которых изменяется в присутствии различных ингибиторов D2 или в клетках 

с нокдауном дейодиназы, но не под действием Т3 (Song et al., 2013).  
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Изменение вклада оксида азота в реакции сосудов предполагало изменение экспрессии 

NO-синтаз, в первую очередь – eNOS. На данный момент неизвестно, можно ли считать eNOS 

классическим Т3-зависимым геном, так как TRE в составе промотора не обнаружен, однако 

экспрессия eNOS, а также продукция NO при гипо- и гипертиреозе значимо разнонаправленно 

меняются во многих тканях (Castro de et al., 2015; Quesada et al., 2002; Rodríguez-Gómez et al., 

2016; Yousefzadeh et al., 2021). Тем не менее, ингибитор 5’-дейодирования не влиял на 

содержание мРНК eNOS, но вызывал уменьшение экспрессии другой изоформы – iNOS. Это 

наблюдение согласуется с данными о снижении и увеличении содержания белка iNOS в аорте 

крыс при гипо- и гипертиреозе, соответственно (Yousefzadeh et al., 2021) Изменение продукции 

NO, опосредованное iNOS, может быть одной из причин ослабления тонического влияния NO 

на сократительные ответы сосудов, культивированных с ингибитором D2. 

Однако следует отметить, что повышение продукции NO при эндотелий-зависимом 

расслаблении на ацетилхолин связано с Са2+-зависимой активацией именно eNOS (Гайнуллина 

и др., 2013; Chataigneau et al., 1999). По-видимому, наблюдаемый на функциональном уровне 

дефицит влияния NO на реакции артерий связан не только со снижением экспрессии iNOS, но и 

c посттрансляционной модификацией eNOS, например, сайт-специфическим 

фосфорилированием. В данном случае приходится предполагать негеномное действие Т3. Было 

показано, что Т3 может увеличивать фосфорилирование eNOS в культуре эндотелиальных 

клеток в течение нескольких минут после аппликации за счет связывания с рецептором TRα1 и 

PI3K в цитоплазме (Hiroi et al., 2006). Причем этот механизм также может зависеть от 

активности D2 (Aoki et al., 2015). 

Таким образом, активность D2 в артериях скелетных мышц необходима для 

поддержания вазомоторной роли NO. Вероятно, Т3, продуцируемый D2, стимулирует 

продукцию NO в артериях за счет как геномного (увеличения экспрессии iNOS), так и 

негеномного (увеличение активирующего фосфорилирования eNOS) механизмов действия. 

Активность D2 также необходима для поддержания уровня мРНК Т3-зависимых генов в 

артериях крыс, в частности генов, кодирующих белки сократительного аппарата – 

гладкомышечного α-актина и кальциевого насоса Serca2. 

 

4.4 Негеномное действие тиреоидных гормонов на тонус артерий икроножной 

мышцы 

 

4.4.1 Т3 и Т4 вызывают быстрое расслабление артерий икроножной мышцы  

В данной работе впервые показано, что Т3 и Т4 способны вызывать быстрое 

расслабление резистивных артерий скелетных мышц. Ранее такое влияние было показано 
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только для артериол скелетных мышц (диаметр около 100 мкм) (Park et al., 1997), в остальном 

быстрые реакции мышечных сосудов данного региона на введение тиреоидных гормонов 

оставались неисследованными. Нужно отметить, что развитие и сократительная активность 

скелетных мышц, а также их кровоснабжение зависят от тиреоидного статуса организма 

(Bausch, McAllister, 2003; McAllister et al., 1995; McAllister et al., 1995; Salvatore et al., 2014), что 

может говорить о физиологической значимости вазомоторного влияния Т3 и Т4. 

Снижение тонуса предсокращенных артерий развивалось уже через несколько минут 

после аппликации тиреоидных гормонов, как видно на оригинальной записи на рис.30, а 

подавление сократительных ответов на метоксамин - после 20-минутной инкубации с Т3 или Т4. 

Быстрое развитие эффекта позволяет предположить негеномный механизм его реализации, так 

как изменение транскрипции – гораздо более длительный процесс. К примеру, в исследованиях 

влияния Т3 на экспрессию мРНК в культуре гладкомышечных клеток сосудов эффект гормона 

наблюдается через четыре и более часов после его добавления (Kasahara et al., 2006; Tamajusuku 

et al., 2006). 

Дилатирующее негеномное действие тиреоидных гормонов ранее было обнаружено в 

других регионах сосудистого русла, в том числе в крупных магистральных артериях (аорта, 

бедренная артерия), более мелких артериях тонкого кишечника, а также в сосудах сердца (Cai et 

al., 2015; Geist et al., 2021; Lozano-Cuenca et al., 2016; Yoneda et al., 1998; Zwaveling et al., 1997). 

Распространенность эффекта в сосудистом русле дополнительно подтверждает его 

физиологическую значимость. Тем не менее, в нашей и большинстве других работ тиреоидные 

гормоны способны вызывать расслабление в концентрациях, значительно превышающих их 

концентрацию в крови (Cai et al., 2015; Carrillo-Sepulveda et al., 2010; Gaynullina et al., 2018; 

Lozano-Cuenca et al., 2016; Zwaveling et al., 1997). Нужно отметить, что во всех этих работах 

регистрировали ответы артерий в изометрическом режиме, когда силу сокращения измеряют 

при постоянном диаметре (техника wire myograph). Показано, что при таком способе 

регистрации чувствительность препаратов к различным агонистам значительно ниже, чем при 

изобарических условиях (техника pressure myograph) (Buus et al., 1994; Dunn et al., 1994). В 

случае сократительного ответа на норадреналин различие в чувствительности может достигать 

нескольких порядков: ЕС50 (концентрация агониста, вызывающая полумаксимальный ответ) для 

артерий тонкого кишечника кролика составила 1 мкМ при измерении в изометрическом 

режиме, и 0.03 мкМ – в изобарическом режиме (Dunn et al., 1994). Считается, что такая разница 

обусловлена тем, что условия сокращения сосудов в изобарическом режиме более приближены 

к физиологическим (Wenceslau et al., 2021). Возможно, чувствительность артерий к тиреоидным 

гормонам также занижена при регистрации ответов в системе wire myograph. Эта гипотеза 

подтверждается тем, что при исследовании влияния тиреоидных гормонов на сосуды в более 
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физиологических условиях (коронарная перфузия, регистрация диаметра сосудов in vivo) 

эффект наблюдается при более близких к физиологическим концентрациях: в диапазоне 10-100 

нМ (Colantuoni et al., 2005; Yoneda et al., 1998). Более того, в экспериментах по регистрации 

кровотока в предплечье у людей острое введение Т3 вызывало значимое увеличение кровотока, 

когда концентрация свободного Т3 в крови увеличивалась лишь до 15 пМ, что соответствует 

значению при умеренном гипертиреозе (Lin et al., 2020; Napoli et al., 2007). Стоит отметить, что 

на более дистальном участке сосудистого русла – на уровне артериол, – Т3 может вызывать 

расслабление в концентрациях, близких к физиологическим – 0.1 – 100 нМ (Park et al., 1997). 

Таким образом, негеномное влияние тиреоидных гормонов может быть одним из механизмов 

снижения сопротивления сосудов, который при эутиреоидном статусе организма в основном 

важен для регуляции тонуса артериол, а при гипертиреозе может проявляться и на уровне более 

крупных сосудов.  

Несмотря на то, что изометрические условия могут изменять выраженность 

вазомоторных реакций, в том числе чувствительность артерий к тиреоидным гормонам, 

методика wire myograph используется в подавляющем большинстве экспериментов на 

изолированных сосудах. Во-первых, общая направленность изменений под действием 

агонистов одинакова при изометрической и изобарической регистрации. Во-вторых, в wire 

myograph спонтанная активность сосудов (реакции сокращения или расслабления в отсутствие 

агонистов) менее выражена (Wenceslau et al., 2021), что облегчает анализ результатов. В-

третьих, с использованием многоканальной системы wire myograph можно одновременно 

исследовать несколько сегментов артерии от одного животного в разных условиях (добавление 

различных блокаторов). Это позволяет уменьшить вариабельность результатов при 

исследовании механизмов релаксирующего действия Т3 или Т4, и снизить количество 

животных, необходимых для выявления эффекта. Тем не менее, безусловно, исследование 

негеномных дилататорных эффектов тиреоидных гормонов в изобарическом режиме 

представляет интерес в будущем. 

 

4.4.2 Расслабление артерий под влиянием Т3 и Т4 опосредовано разными 

механизмами 

В наших экспериментах Т4 вызывал более выраженное расслабление артерий скелетных 

мышц, чем Т3. Аналогичное наблюдение было сделано в артериях тонкого кишечника 

(Zwaveling et al., 1997), тогда как в артериолах скелетных мышц влияние Т3 было более 

выраженным, чем Т4 (Park et al., 1997). В коронарных артериях обе формы гормона были 

одинаково эффективны (Yoneda et al., 1998). Такое несоответствие результатов разных работ 
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может быть связано с различиями рецепторов и сигнальных путей, опосредующих вызванное Т3 

или Т4 негеномное расслабление в разных регионах сосудистого русла. 

Действительно, мы обнаружили, что, по крайней мере, в артериях скелетных мышц 

механизмы негеномного действия Т3 и Т4 отличаются. Эффект Т3 оказался эндотелий-

зависимым, как и в аорте (Lozano-Cuenca et al., 2016), артериях тонкого кишечника (Geist et al., 

2021) и артериолах скелетных мышц (Park et al., 1997). В предыдущих работах были 

предприняты попытки охарактеризовать механизмы эндотелий-зависимого действия Т3. 

Инкубация с ингибитором NO-синтаз L-NNA подавляла вызванное Т3 расслабление артерий и 

артериол (Colantuoni et al., 2005; Geist et al., 2021; Lozano-Cuenca et al., 2016; Park et al., 1997). В 

исследованиях на культуре эндотелиальных клеток было показано, что Т3 способен связываться 

с рецептором TRα1 в цитоплазме и активировать сигнальный каскад PI3K/Akt (Aoki et al., 2015; 

Hiroi et al., 2006), в результате чего происходит фосфорилирование eNOS и увеличение 

продукции NO (Hiroi et al., 2006; Samuel et al., 2017). Более того, этот механизм был косвенно 

подтвержден исследованиями in vivo. Болюсное введение 500 нг Т3 мышам приводило к 

резкому снижению артериального давления в течение 5 минут после инъекции, тогда как у 

мышей с нокаутом гена eNOS или TRα1 артериальное давление не изменялось (Geist et al., 

2021; Hiroi et al., 2006). При этом у мышей с мутантными TRα1, не способными связываться с 

ДНК, сохранялась депрессорная реакция артериального давления на Т3 (Geist et al., 2021). 

Нужно отметить, что в некоторых исследованиях было обнаружено независимое от 

эндотелия действие Т3 (Cai et al., 2015; Carrillo-Sepulveda et al., 2010), которое также связывали 

с усилением продукции оксида азота, но в гладкомышечных клетках (Carrillo-Sepulveda et al., 

2010; Samuel et al., 2017). Так как в нашей работе эффект Т3 на артерии с удаленным 

эндотелием полностью отсутствовал, можно предположить, что для гладкомышечных клеток 

артерий скелетных мышц такой механизм действия Т3 не характерен.  

В отличие от Т3, Т4 вызывал расслабление артерий икроножной мышцы по 

независимому от эндотелия механизму. Так как традиционно Т4 считается менее активной 

формой тиреоидных гормонов, чем Т3, исследования механизмов вызванного Т4 негеномного 

расслабления артерий практически не проводились (таблица 2). Насколько нам известно, лишь 

в одном исследовании было показано, что в артериях брыжейки Т4 был способен вызывать 

расслабление вне зависимости от наличия эндотелия (Zwaveling et al., 1997), что согласуется с 

нашими данными. При этом ни рецепторы, ни внутриклеточные сигнальные пути, 

опосредующие действие Т4 на гладкомышечные клетки сосудов, не были исследованы. 
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4.4.3 Расслабление артерий под действием Т4 опосредовано интегрином αvβ3, 

ERK1/2 и ILK, но не ВКСа, Akt, Src- и Rho-киназой 

Мы впервые показали, что эндотелий-независимое расслабление артерий под действием 

Т4 опосредовано интегрином αvβ3, так как эффект гормона не проявлялся в присутствии 

тетрака, который блокирует связывание тиреоидных гормонов с интегрином (Bergh et al., 2005). 

Интегрин αvβ3 содержит два сайта, с которыми могут связываться тиреоидные гормоны – S1 и 

S2, при этом аффинность Т4 к сайту S2 выше, чем у Т3 (Bergh et al., 2005; Lin et al., 2009). Ранее 

было показано, что интегрин αvβ3 опосредует негеномные эффекты Т3 и Т4 на ангиогенез 

(Balzan et al., 2013; Liu et al., 2014), а также на экспрессию транспортеров аргинина и eNOS 

(последнее – при длительной инкубации с гормонами) (Toral et al., 2018). Однако роль 

интегрина αvβ3 как посредника вазомоторного влияния тиреоидных гормонов ранее не была 

исследована.  

Экспрессия интегрина αvβ3 наблюдается как в эндотелиальных, так и гладкомышечных 

клетках сосудов (Belmadani et al., 2008; Daeichin et al., 2016; Jenkins et al., 2019). Так как Т4 

вызывал расслабление артерий вне зависимости от наличия эндотелия, мы считаем, что 

связывание именно с интегрином гладкомышечных клеток является необходимым условием 

запуска внутриклеточного сигнального каскада. В связи с тем, что эффект Т3 отсутствовал в 

артериях без эндотелия, можно предположить, что негеномное расслабление под действием Т4 

опосредует сайт S2, обладающий более высоким сродством к этой форме гормона (Lin et al., 

2009). 

В ходе дальнейшего исследования механизма негеномного действия Т4 мы обнаружили, 

что гормон уменьшает вызванный метоксамином прирост фосфорилирования MLC2 (Ser19), то 

есть наблюдаемое расслабление связано с регуляцией сокращения гладкой мышцы по 

миозиновому типу. Следует отметить, что изменение уровня фосфорилирования MLC2 по 

сайту Ser19 считается ключевым механизмом регуляции моторной активности миозина гладких 

мышц (Воротников и др., 2009; Somlyo, Somlyo, 2003; Webb, 2003). В связи с этим были 

сформулированы следующие критерии поиска других молекулярных участников, 

опосредующих эффект Т4 в гладкой мышце:  

1) наличие функциональной связи с интегрином αvβ3; 

2) способность напрямую или опосредованно влиять на уровень фосфорилирования 

MLC2 (Ser19). 

Существует множество сигнальных каскадов, удовлетворяющих обоим критериям. 

Можно условно разделить их на каскады, влияющие на активность различных ионных каналов 

и концентрацию ионов кальция в цитоплазме клетки (Davis et al., 2002; Gui et al., 2010), и на 
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протеинкиназные каскады, регулирующие кальций-чувствительность сокращения гладкой 

мышцы (Dwivedi et al., 2008; Knock et al., 2008; MacKenna et al., 1998). 

Одними из наиболее функционально значимых ионных каналов гладкой мышцы 

являются ВКСа, при активации которых происходит гиперполяризация мембраны, снижение 

внутриклеточной концентрации кальция и уменьшение степени фосфорилирования MLC2 (Fan 

et al., 2019). По данным литературы, лиганд интегрина αvβ3 витронектин при инкубации с 

эндотелиальными клетками активирует ВКСа (Gui et al., 2010). Так как в наших экспериментах 

ибериотоксин, ингибитор ВКСа, не подавлял эффект Т4, по-видимому, эти каналы не участвуют 

в сигнальном пути Т4/αvβ3/MLC2, по крайней мере, в гладкомышечных клетках артерии 

икроножной мышцы. 

Ингибиторный анализ сигнальных путей протеинкиназ показал, что в реализации 

эффекта Т4 принимают участие киназы ERK1/2 и ILK. Нужно отметить, что киназы были 

проанализированы в отдельных экспериментах, что не позволяет определить порядок их 

активации под действием Т4. Тем не менее, можно предположить, что они расположены в 

сигнальном каскаде в следующем порядке: Т4/αvβ3/ERK1/2/ILK/MLC2. Это предположение 

основано на том, что именно ILK способна влиять на степень фосфорилирования MLC2 (Deng 

et al., 2001; Murányi et al., 2002; Wilson et al., 2005), тогда как для ERK1/2 такое влияние не 

характерно (Воротников и др., 2009). Кроме того, последовательная активация ERK1/2 и ILK 

была обнаружена в висцеральных гладких мышцах (Harnett et al., 2005; Ihara et al., 2007). 

Эффект Т4 сохранялся в присутствии ингибитора Src-киназы, что означает, что ее 

сигнальный путь не участвует в инициируемом гормоном каскаде. Еще одним возможным 

посредником связанного с интегрином сигнального каскада могла быть протеинкиназа Akt 

(протеинкиназа В), которая может активироваться под действием Src (Lei, Ingbar, 2011) или ILK 

(Persad et al., 2001). Однако участие Akt в исследованном нами каскаде также не подтвердилось: 

Т4 не влиял на уровень фосфорилирования Akt (Ser473). 

Эффект Т4 сохранялся в присутствии ингибитора Rho-киназы, что означает, что 

активность данной киназы не является необходимым условием для негеномного действия 

гормона. Однако мы обнаружили, что Т4 значимо снижает уровень фосфорилирования MYPT1 

по специфическому для Rho-киназы инактивирующему сайту Thr850 (Grassie et al., 2011; 

Kitazawa et al., 2003). Можно предположить, что активность сигнального пути Rho-киназы под 

действием Т4 снижается, однако это не оказывает значимого влияния на функциональном 

уровне, например, из-за того, что активность фосфатазы легких цепей миозина уже сильно 

снижена. Активность фосфатазы при действии Т4 может снижаться под действием ILK: эта 

киназа способна фосфорилировать как MYPT1 (сайты Thr709, Thr695, Thr495), так и 

ингибиторы фосфатазы CPI-17 и PHI-1 (Deng et al., 2002; Murányi et al., 2002).  
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4.4.4 Вызванное Т4 расслабление артерий связано с подавлением интегриновой 

сигнализации в гладкомышечных клетках сосудов  

Результаты данной работы свидетельствуют о том, что в реализации вызванного Т4 

расслабления участвуют интегрин αvβ3, протеинкиназы ERK1/2 и ILK. Согласно данным 

литературы, протеинкиназы ERK1/2 и ILK являются проконтрактильными, то есть усиливают 

сокращение гладкомышечных клеток (D’Angelo, Adam, 2002; Gaynullina et al., 2021; Ihara et al., 

2007). В соответствии с этим, мы предполагаем, что Т4 в ходе негеномного действия подавляет 

активность ERK1/2 и ILK. 

Гипотетический механизм действия Т4 представлен на рис. 38. В наших экспериментах 

Т4 вызывал расслабление артерий на фоне агониста α1-адренорецепторов метоксамина. Когда 

гладкомышечные клетки сокращаются в ответ на агонист α1-адренорецепторов, происходит 

увеличение натяжения сосудистой стенки (Takamizawa et al., 1992), что приводит к изменению 

взаимодействия между внеклеточным матриксом и интегринами мембраны (Hill, Meininger, 

2012). Интегрин αvβ3 активируется в ответ на натяжение внутриклеточного матрикса и 

запускает сигнальный каскад снаружи-внутрь (outside-in) (Chen et al., 2017; Zeller et al., 2013). 

Одним из последствий активации такого каскада может быть активация ERK1/2 (Zeller et al., 

2013). В гладкомышечных клетках в результате outside-in интегриновой сигнализации также 

происходит увеличение фосфо-MLC2 (Polte et al., 2004).  

Известно, что сайт связывания Т4 с интегрином αvβ3 частично перекрывается с местом 

связывания внеклеточного матрикса (Cody et al., 2007; Freindorf et al., 2012). Мы предполагаем, 

что присоединение Т4 к интегрину ослабит его взаимодействие с матриксом, и, таким образом, 

уменьшит интенсивность посылаемого им внутрь клетки проконтрактильного сигнала. 

Нужно отметить, что предложенный механизм негеномного действия Т4 на артерии 

икроножной мышцы базируется в основном на данных функциональных исследований, в 

дальнейшем он должен получить подтверждение в молекулярно-биологических исследованиях. 

В частности, необходимо подтвердить, что взаимодействие Т4 с интегрином αvβ3 снижает 

уровень фосфорилирования и активность ERK1/2. Кроме того, нужно определить, каким 

образом ILK влияет на сокращение гладкомышечных клеток – путем изменения 

фосфорилирования фосфатазы легких цепей миозина, ее ингибиторов или за счет прямого 

фосфорилирования MLC2. 
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Рис. 38. Возможные сигнальные пути, опосредующие негеномное расслабление 

гладкомышечных клеток артерий скелетных мышц под действием Т4. Т4 вызывает независимое 

от эндотелия расслабление за счет подавления интегриновой сигнализации в ответ на 

растяжение внеклеточного матрикса. 1 – сокращение в ответ на агонист α1-адренорецепторов 

метоксамин вызывает натяжение в стенке артерии; 2 – натяжение внеклеточного матрикса 

активирует интегрин αvβ3 и запускает сигнальный каскад, вызывающий активацию ERK1/2 и 

ILK, в результате которого изменяется уровень фосфорилирования легких цепей миозина;  

3 – Т4 связывается с интегрином и нарушает его взаимодействие с внеклеточным матриксом, 

ослабляя сигнал и вызванное метоксамином сокращение. Ключевые молекулы, опосредующие 

негеномное действие Т4, выделены красным. На схеме также показаны другие, пока не 

подтвержденные экспериментально, гипотетические участники интегриновой сигнализации. 

Острые стрелки отражают активацию, тупые – ингибирование мишени.  

α1R - α1-адренорецептор, СаМ – кальмодулин, MLC – регуляторные легкие цепи миозина 

MLC2, MLCK – киназа легких цепей миозина, MLCP – фосфатаза легких цепей миозина, 

MYPT1, PP1, M20 – субъединицы фосфатазы легких цепей миозина, ROCK – Rho-киназа. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ  

 

В нашей работе впервые было проведено комплексное исследование различных аспектов 

тиреоидной регуляции резистивных артерий крыс. В условиях in vivo нам удалось выявить ряд 

закономерностей регуляции экспрессии D2 в резистивных сосудах. Результаты работы 

позволяют заключить, что экспрессия D2, а значит, и интенсивность геномного действия 

тиреоидных гормонов в резистивных артериях изменяется в зависимости от концентрации Т3 в 

крови и симпатических влияний, но не зависит от уровня продукции NO. Нужно отметить, что 

мы выявили регионарную специфичность изменения экспрессии D2 в ответ на снижение 

плотности симпатической иннервации, что предполагает более высокую зависимость от 

тиреоидной регуляции артерий скелетных мышц по сравнению с артериями тонкого 

кишечника. Однако анализ результатов, полученных в экспериментах in vivo, может быть 

затруднен из-за системных изменений. Более однозначные выводы можно будет сделать из 

дальнейших исследований, проведенных в более стандартизованных условиях, например, с 

применением методики культивирования сегментов сосудов. 

Благодаря использованию метода культивирования мы впервые смогли установить 

функциональную роль Т3, образованного под действием D2, в артериях in vitro. Мы показали, 

что активность D2 необходима для NO-зависимой регуляции тонуса артерий скелетных мышц 

за счет стимуляции превращения Т4 в Т3. Поддержание необходимого уровня NO 

обеспечивается геномным механизмом Т3-зависимой регуляции экспрессии iNOS и, вероятно, 

негеномным Т3-зависимым механизмом регуляции активности eNOS. Исходя из этого, можно 

предположить, что активность D2 необходима для усиления не только геномного, но и 

негеномного действия тиреоидных гормонов на сосуды. 

Мы также изучили негеномное действие тиреоидных гормонов на тонус артерий 

икроножной мышцы крыс и идентифицировали ключевых участников сигнального каскада, 

опосредующего релаксирующее влияние Т4 на гладкомышечные клетки сосудов и объяснили 

полученные результаты гипотезой о влиянии Т4 на систему механотрансдукции в 

гладкомышечных клетках. Эти результаты существенно развивают современные представления 

о механизмах негеномного влияния тиреоидных гормонов. Следует отметить, что концентрация 

Т4 в крови во много раз выше, чем Т3 (Gaynullina et al., 2018; Ortiga-Carvalho et al., 2016), что 

предполагает большую физиологическую значимость быстрого негеномного вазомоторного 

влияния Т4. В частности, обнаруженный нами эффект Т4 может вносить вклад в снижение 

периферического сопротивления сосудов, наблюдаемого при гипертиреозе (Klein, 1990). 
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В целом можно заключить, что комплексное исследование тиреоидной регуляции 

резистивных артерий крыс, проведенное в рамках данной работы, продемонстрировало, что 

тиреоидные гормоны необходимы для поддержания нормального функционирования сосудов, 

причем их регуляторные влияния на артерии реализуются как по геномному, так и по 

негеномному механизмам. Нужно отметить, что геномные и негеномные эффекты в клетке 

часто взаимодействуют, дополняя эффекты друг друга. Классическим примером такого 

дополняющего, качественно сходного взаимодействия является тиреоидная регуляция работы 

митохондрий. В этом случае Т3 способен вызывать быстрое увеличение потребления О2 и 

синтеза АТФ за счет негеномного механизма, а затем связываться с TR и действовать на 

геномном уровне, вызывая долговременное увеличение экспрессии митохондриальных белков 

и стимуляцию митохондриального биогенеза (Lee et al., 2012; Pessemesse et al., 2014; Weitzel, 

Iwen, 2011). При тиреоидной регуляции тонуса артерий мы наблюдаем сходную схему 

взаимодействия между геномными и негеномными эффектами Т3 и Т4, направленными на 

подавление сократительных ответов сосудов. Тиреоидные гормоны могут вызывать быстрое 

негеномное расслабление сосудов: Т4 – путем подавления интегриновой сигнализации, а Т3 - по 

эндотелий-зависимому механизму. Далее, геномное действие внутриклеточно продуцируемого 

Т3 необходимо для поддержания тонического вазодилатирующего влияния NO в сосудистом 

русле. В итоге совокупность вазомоторных эффектов тиреоидных гормонов обеспечивает как 

краткосрочное, так и более долговременное расширение сосудов и снижение общего 

периферического сопротивления.  
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ВЫВОДЫ 

1) Уровень экспрессии мРНК дейодиназы 2 типа в резистивных артериях скелетных мышц 

крысы снижается при хроническом повышении концентрации Т3 в крови и 

долговременном устранении симпатических влияний. Оксид азота не влияет на 

экспрессию дейодиназы 2 типа в артериях. 

2) Подавление активности дейодиназы 2 типа приводит к уменьшению влияния оксида 

азота на реакции сокращения и эндотелий-зависимого расслабления артерий скелетных 

мышц крысы. 

3) При негеномном влиянии Т4 вызывает более выраженное расслабление артерий 

скелетных мышц по сравнению с Т3. 

4) Расслабление артерий скелетных мышц при негеномном влиянии Т3 опосредовано 

эндотелием. Негеномное вазомоторное действие Т4 реализуется на уровне гладкой 

мышцы с участием интегрина αvβ3, а также протеинкиназ ERK1/2 и ILK и связано с 

уменьшением уровня фосфорилирования регуляторных легких цепей миозина по остатку 

Ser19. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция в реальном времени 

ТТГ – тиреотропный гормон  

Т2 – дийодтиронин 

Т3 – трийодотиронин 

T3S – сульфатированный Т3 

Т4 – тироксин 

Тетрак – тетрайодотироуксусная кислота 

ЭПР – эндоплазматический ретикулум 

цАМФ – циклический аденозин монофосфат 

AUC (area under curve) – площадь под кривой 

СаМ – кальмодулин 

CRE (cAMP response element) – цАМФ-чувствительный элемент 

CREB (cAMP response element binding protein) – белок, связывающий цАМФ-чувствительные 

последовательности 

d100 – диаметр артерии при давлении 100 мм рт.ст. 

D1 – дейодиназа 1 типа 

D2 – дейодиназа 2 типа 

D3 – дейодиназа 3 типа 

DEA-NO (diethylamine NONOate) – диэтиламин NONOат 

ЕС50 – концентрация агониста, вызывающая полумаксимальный ответ 

ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase) – киназы, регулируемые внеклеточными сигналами 

eNOS (endothelial NO-synthase) – эндотелиальная синтаза оксида азота 

GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) – глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа 

ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) – молекула межклеточной адгезии-1 

ILK (integrin-linked kinase) – интегрин -зависимая киназа 

iNOS (inducible NO-synthase) – индуцибельная синтаза оксида азота 

IOP (iopanoic acid) – иопаноевая кислота 

LAT1 (L-type amino acid transporter 1)– транспортер больших нейтральных аминокислот 1 

LAT2 (L-type amino acid transporter 2)– транспортер больших нейтральных аминокислот 2 

L-NNA (Nω-Nitro-L-arginine) –N-нитро-L-аргинин 

L-NAME (Nω-Nitro-L-arginine methyl ester) – метиловый эфир Nω-нитро-L-аргинина 

M20 – субъединица фосфатазы легких цепей миозина, 

MCT8 (monocarboxylate transporter 8) – монокарбоксилатный транспортер 8 
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MCT10 (monocarboxylate transporter 10) – монокарбоксилатный транспортер 10 

MLC2 (myosin light chain) – регуляторные легкие цепи миозина 2 

MLCK (myosin light chain kinase) – киназа легких цепей миозина 

MLCP (myosin light chain phosphatase) – фосфатаза легких цепей миозина 

MX – метоксамин 

MYPT1 – субъединица фосфатазы легких цепей миозина, 

nNOS (neuronal NO-synthase) – нейрональная синтаза оксида азота 

OATP1C1 (organic anion transporter) – транспортер органических анионов 1C1 

PCNA (proliferating cell nuclear antigen) – ядерный антиген пролиферирующих клеток  

PI3K (phosphoinositide-3-kinase) – фосфоинозитид-3-киназа 

PKG (protein kinase G) – протеинкиназа G 

PP1 – субъединица фосфатазы легких цепей миозина, 

ROCK – Rho-киназа 

rT3 – реверсивный Т3   

RXR (retinoid X receptor) – ретиноидный Х-рецептор 

RyR2 (ryanodine receptor 2) – рианодиновые рецепторы 2 типа  

SDS (sodium dodecyl sulfate) – додецилсульфат натрия 

TNFα (tumor necrosis factor alpha) – фактор некроза опухолей α 

TR (thyroid hormone receptor) – ядерные рецепторы тиреоидных гормонов 

TRE (thyroid response element) – тиреоид-чувствительный элемент 
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