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Целью исследования была оценка возрастных изменений транскрипционной активности генов,
участвующих в регуляции Ca2+-сигнализации – IP3R, RyR и модуляторов их активности СаМ и
Epac, в сосудах и миокарде крыс обоего пола. Экспрессию оценивали по содержанию мРНК иссле-
дуемого белка относительно содержания мРНК β-актина. Показано, что у крыс обоего пола при
старении в аорте развиваются однонаправленные изменения экспрессии генов, кодирующих IP3Rs
и RyR2, и различные, в зависимости от пола животных, изменения экспрессии генов белков, моду-
лирующих их активность – СаМ и Epac. В сосудах старых крыс (24 мес.) обоего пола снижен отно-
сительный уровень мРНК для IP3R 2 и 3 типа, не изменен для IP3R1 и значительно повышен для ре-
цепторов RyR2 по сравнению с этими показателями у молодых крыс (4 мес.). В аорте старых самок
снижено относительное содержание мРНК для СаМ и Epac1 и не изменено для Epac2, у самцов, на-
против, повышена экспрессия Epac1 и Epac2 на 67 и 50%, соответственно, по сравнению с анало-
гичными показателями у молодых крыс (4 мес.) и не изменяется для СаМ, что свидетельствует о
гендерных различиях в нарушении тонких механизмов модуляции активности RyR2 и IP3Rs в сосу-
дах. Значительные изменения выявлены в миокарде старых крыс. У старых самцов возрастает экс-
прессия RyR2, IP3R1,2,3 в левом желудочке, RyR2 и IP3R1 – в левом предсердии, RyR2 и IP3R3 – в
правом предсердии. В отличие от самцов в левом желудочке самок содержание мРНК для RyR2,
IP3R1,2,3 было значительно ниже, чем у молодых животных. В правом предсердии старых самок вы-
явлен высокий уровень экспрессии IP3R1 и IP3R3, в левом – IP3R3. Во всех отделах сердца самок
неизменной была экспрессия IP3R2. В миокарде старых крыс обоего пола значительно возрастала
экспрессия белков СаМ и Epac2. Выявленные возрастные различия в транскрипционной активно-
сти генов, участвующих в регуляции внутриклеточного Ca2+-сигналинга на уровне IP3Rs- и RyR2-
опосредованных механизмов позволяют предположить, что с увеличением продолжительности
жизни у самцов вероятность развития гипертрофии миокарда и нарушения сердечного ритма зна-
чительно выше, чем у самок.

Ключевые слова: аорта, сердце, возраст, рианодиновые рецепторы, RyR2, инозитол-1,4,5-трисфос-
фатные рецепторы, IP3R, CaM, Epac1,2, Ca2+-сигналинг
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ВВЕДЕНИЕ
В мире с каждым годом растет численность по-

жилого населения. С увеличением продолжи-
тельности жизни возрастает и риск развития сер-
дечно-сосудистых заболеваний, которые являют-
ся ведущей причиной смертности во всем мире
[1, 2]. С возрастом в сосудах и сердце изменяются
структурные и электромеханические свойства
гладкомышечных клеток и кардиомиоцитов.
Предшественниками или проявлением подобных
трансформаций являются изменения уровней

экспрессии генов белков, принимающих участие
в регуляции внутриклеточной сигнализации и
функциональной активности клеток [3–7]. Зна-
ние, в какой степени возрастные изменения спо-
собствуют адаптации или развитию сердечно-со-
судистых заболеваний, является чрезвычайно
важным. Показано, что в процессе физиологиче-
ского старения целостность структуры миокарда
в большей степени сохраняется в женском орга-
низме, что может быть одной из причин различия
в продолжительности жизни между женщинами и
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мужчинами [8]. У пожилых людей возрастает ча-
стота и тяжесть мерцательных аритмий, которая
играет критическую роль в генезе внезапной сер-
дечной смерти. По результатам эпидемиологиче-
ского исследования возникновение фибрилля-
ции предсердий (Atrial fibrillation, AF) у пожилых
мужчин выше, чем у женщин [7, 9–11]. Полагают,
что это связано с более ранним поражением ко-
ронарных артерий у мужчин. У женщин AF диа-
гностируется в более пожилом возрасте, чем у
мужчин, но у них высок риск развития связанных
с AF осложнений. В экспериментах на крысах так-
же продемонстрировано, что возрастные струк-
турные и функциональные изменения в сосудах и
миокарде у самцов развиваются раньше, чем у са-
мок [12]. Полагают, что это связано с дефицитом
тестостерона, который может вызвать аритмоген-
ную утечку ионов Ca2+ из саркоплазматического
ретикулума (sarcoplasmic reticulum, SR) [13].

Поддержание внутриклеточного кальциевого
гомеостаза имеет решающее значение для нор-
мального функционирования клеток, поскольку
Ca2+ играет центральную роль в регуляции про-
цессов возбуждения, сокращения, транскрипции
и пролиферации клеток. Важнейшую роль в гене-
рации, распространении и регуляции внутрикле-
точных кальциевых сигналов играют встроенные в
мембрану сарко/эндоплазматического ретикулума
(SR/ER) Ca2+-селективные внутриклеточные ка-
налы – инозитол-1,4,5-трисфосфатные (IP3R) и
рианодиновые (RyR) рецепторы. Они регулируют
многочисленные физиологические и патофизио-
логические процессы в организме [14–16]. Наруше-
ния тонуса сосудов и сердечного ритма связывают,
в первую очередь, с IP3R- и RyR2-индуцированной
дисрегуляцией внутриклеточного кальциевого об-
мена [17–19].

Идентифицировано по три изоформы IP3Rs
(IP3R1,2,3) и RyRs (RyR1,2,3) рецепторов [20–22].
В сосудах и миокарде существует региональная
гетерогенность в экспрессии изоформ IP3Rs и
RyRs, что, по-видимому, имеет значение в реали-
зации различных физиологических функций, та-
ких как возбудимость, сократимость и экспрес-
сия генов [18, 23–25]. Локализация этих рецепто-
ров на мембране SR/ER также является
изоформной и тканеспецифичной [14, 26].

Показано, что в гладкомышечных клетках со-
судов (ГМК) наиболее высокоэкспрессируемой
изоформой является IP3R1, затем со значитель-
ной гетерогенностью в экспрессии – IP3R3 и IP3R2,
в кардиомиоцитах – RyR2. Активность IP3Rs и
RyRs стимулируется многими эндогенными мо-
лекулами, которые действуют через сопряженные
с G-белками рецепторы (G protein-coupled recep-
tors – GPCR), и модулируется Ca2+, кальмодули-
ном (СаМ), протеинкиназами A и G (PKA и PKG),

активными формами кислорода и др. [27–32]. Аго-
нисты, действующие через Gs-белок, активируют
аденилатциклазу, что приводит к повышению кон-
центрации циклического аденозинмонофосфата
(cAMP), активации PKA и cAMP-связывающих
белков Epac (Exchange Proteins Directly Activated by
cAMP), последующему фосфорилированию IP3Rs и
RyRs и изменению их функциональной активности
[16, 33]. Для понимания механизмов, лежащих в ос-
нове биологического старения, и выявления воз-
можных факторов риска развития ассоциирован-
ных с возрастом сердечно-сосудистых заболеваний
нам представлялось важным изучить особенности
изменений транскрипционной активности генов
IP3Rs, RyRs и модуляторов их активности – сиг-
нальных белков СаМ и Epac в сосудах и миокарде
крыс в зависимости от пола животных.

Цель исследования – оценка возрастных изме-
нений транскрипционной активности генов бел-
ков, участвующих в регуляции Ca2+-сигнализа-
ции – IP3Rs, RyRs рецепторов и модуляторов их
активности СаМ и Epac в сосудах и миокарде
крыс обоего пола.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа выполнена на беспородных крысах
самцах и самках в возрасте 4 и 24 мес. Условия со-
держания животных соответствовали приказу МЗ
РФ № 708н “Об учреждении правил лаборатор-
ной практики” от 23.08.2010 и этическим нормам,
изложенным в Правилах лабораторной практики
(GLP) Хельсинской декларации (2000).

Включенные в исследование крысы были ран-
домизированы на 4 группы: 1-я группа – самцы в
возрасте 4 мес. (молодые, n = 10); 2-я группа –
самцы в возрасте 24 мес. (старые, n = 8); 3-я
группа – самки в возрасте 4 мес. (молодые, n =
= 14); 4-я группа – самки в возрасте 24 мес. (ста-
рые, n = 10). Наркотизированных (25%-ный рас-
твор уретана, 4 мл/кг) крыс декапитировали,
вскрывали грудную клетку, извлекали фрагменты
сердца и аорты, отмывали от крови в физиологи-
ческом растворе натрия хлорида при 4°C, после
чего ткани помещали в раствор RNAlater (Ambi-
on, США) и хранили до выделения РНК при тем-
пературе –20°С. Кусочки тканей предсердий, ле-
вого желудочка и аорты перетирали в жидком азо-
те. Выделение РНК из тканей проводили с
помощью набора GeneJET™ (Thermo Fisher Sci-
entific Inc., США) согласно протоколу произво-
дителя. Концентрацию суммарной РНК в образ-
цах определяли на спектрофотометре Nano-
Drop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
США). Выделенную суммарную РНК для предот-
вращения контаминации геномной ДНК обраба-
тывали ДНКазой I (Thermo Fisher Scientific Inc.,
США). Синтез кДНК проводили с помощью на-
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бора  RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Syn-
thesis Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., США) со-
гласно протоколу производителя. Для синтеза
брали 76 нг тотальной РНК. ПЦР-РВ проводили
с помощью набора qPCRmix-HS (Евроген, Рос-
сия), используя праймеры и флуоресцентные
зонды (ДНК-синтез, Россия), согласно протоко-
лам производителей на амплификаторе CFX96TM

Real-Time PCR Detection Systems (Bio-Rad Labo-
ratories Inc., США). Полученные значения экс-
прессии для каждого исследуемого гена нормиро-
вали на значение экспрессии для референсного
гена. В качестве референсного гена был исполь-
зован ген β-актина. Уровень экспрессии гена β-
актина между сравниваемыми группами (самки 4
и 24 мес.; самцы 4 и 24 мес.) в условиях наших
экспериментов оставался неизменным. Измене-
ние уровня экспрессии гена-мишени оценивали
по изменению уровня мРНК исследуемого ге-
на/мРНК β-актина. Отрицательные контроли
были поставлены согласно общепринятым стан-
дартам к отрицательным контролям при проведе-
нии количественной ПЦР: для исключения кон-
таминации реагентов реакция была запущена без
фрагментов кДНК; для исключения контамина-
ции кДНК геномной ДНК реакция была запуще-
на с образцом тотальной РНК. 

Статистика. Предварительную обработку ре-
зультатов проводили с использованием программ-
ного обеспечения, приложенного к прибору. Даль-
нейшая обработка проводилась в приложении Mic-
rosoft Excel с использованием алгоритма 2–ΔΔCt.
Статистическую значимость различий определяли с
помощью t-критерия Стьюдента. Различия считали
значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Аорта. В тканях аорты крыс самцов и самок
оценивали уровень мРНК рианодиновых (RyR2)
и инозитол-1,4,5-трисфосфатных (IP3R1, IP3R2,
IP3R3) рецепторов, а также регуляторных белков –
CaM, Epac1 и Epac2. Анализ полученных резуль-
татов свидетельствует о том, что в аорте старых
крыс обоего пола (24 мес.) снижается уровень
мРНК для IP3R2 (до 63 и 61% соответственно у са-
мок и самцов) и IP3R3 (до 62 и 67% соответствен-
но у самок и самцов) и не меняется экспрессия
рецепторов IP3R2-типа по сравнению с аналогич-
ными данными у молодых крыс (4 мес.). Установ-
лено, что у старых крыс независимо от пола жи-
вотных в сосудах более чем в 1.5 раза возрастает
содержание мРНК для RyR2 (до 153% у самцов и
до 185% у самок) (рис. 1а).

Вместе с тем отмечаются значительные поло-
вые отличия в характере возрастных изменений
экспрессии генов СаМ и белков Epac. Выявлено,
что у старых самок в аорте уменьшается уровень
мРНК для СаМ и Epac1 (соответственно на 30 и
32%) и не меняется для Epac2 по сравнению с ана-
логичными показателями в сосудах молодых са-
мок (рис.1б). В отличие от самок в сосудах старых
крыс самцов, напротив, возрастает экспрессия
белков Epac1 и Epac2 и не меняется для СаМ
(рис. 1б).

Функция IP3Rs в сосудах. IP3Rs играют цен-
тральную роль в генерации и поддержании мио-
генного тонуса сосудов. Однако до сих пор точно
неизвестно, в какой степени каждый из трех под-
типов IP3Rs вносит вклад в сложную передачу
сигналов Ca2+ в клетке. Остается непонятной
роль IP3R сосудов в развитии гипертонии, а име-
ющиеся данные противоречивы. Полагают, что

Таблица 1. Последовательности праймеров, используемых в работе.

Белок Прямой праймер Обратный праймер Праймер с флуоресцентным зондом

RyR2 CAGCAGACTGGAGAGACTGG CCTTCTTTGATGATATTCAGAG FAM-GTCCTCTGGTATCCTG-
GAGGTC-BHQ1

IP3R3 AACTCAACGAGGGCTTCATC CATTGTTGGGAACATCGC FAM-GACCGCAGGTTTGTCATC-
CAG-BHQ1

IP3R2 CATAGACACAGAGGAAGAGAG CACACGATGGCAAAGGCT FAM-CATGCTGAAAATTGG-
GACCTGC-BHQ1

IP3R1 CCCTGACTTTGAGGAAGAATG CACAGAGACCAGAGAGTACACC FAM-AGCCCTCAGTGGACCCT-
GATC-BHQ1

CaM GGTGGATGCTGATGGCAAT GTATCTCCTCCTCGCTGTCTG FAM-CATTGACTTCCCA-
GAGTTCCTGAC-BHQ1

Epac1 GCTCCCTGGACTTCAGAGTG CAAGAGATGACGGTACAGGA FAM-CTGGAGCAGGCCACCACA-
GAG-BHQ1

Epac2 GGACGCCTGTTTGCCTG CATCTGGTACGCCAAGTCT FAM-CGACTCACTGACTCCCTTG-
CCA-BHQ1
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при гипертонии повышение чувствительности к
фенилэфрину вызвано увеличением экспрессии
IP3R1 в ГМК сосудов в результате Ca2+-зависимой
активации транскрипционного фактора CN-NFAT
(calcineurin-Nuclear factor of activated T-cells) [34].
В то же время показано, что в мозговых артериях
активация IP3R1, расположенных в непосред-
ственной близости к Ca2+-активируемым кали-
евым каналам большой проводимости (BKCa),
повышает чувствительность этих каналов к Ca2+.
По мнению авторов, с помощью этого механизма
может ограничиваться IP3-индуцированная вазо-
констрикция в мозговых артериях [35].

В экспериментах на культуре клеток HeLa, ко-
торые экспрессируют сопоставимые количества
IP3R1 и IP3R3, было показано, что подавление

экспрессии подтипа IP3R1 методом РНК-интер-
ференции приводит к значительному уменьше-
нию суммарных Ca2+-сигналов и прекращению
осцилляций Ca2+ [17]. И, напротив, подавление
экспрессии IP3R3 приводит к более устойчивым и
продолжительным колебаниям внутриклеточной
концентрации Ca2+, чем в контроле. Сходные эф-
фекты нокаута IP3R3 получены и на клетках COS-7,
которые преимущественно экспрессируют IP3R3
[17]. Эти результаты позволили авторам предпо-
ложить, что в клетках IP3R1 и IP3R3 оказывают
противоположные эффекты на генерацию внут-
риклеточных колебаний Ca2+.

В экспериментах на культуре ГМК аорты кры-
сы показано, что пролиферирующие клетки экс-
прессируют преимущественно IP3R2 и IP3R3, но в

Рис. 1. Возрастные изменения уровня мРНК рианодиновых (RyR2), инозитол-1,4,5-трисфосфатных рецепторов
(IP3R1, IP3R2, IP3R3) (а), кальмодулина (CaM) и белков Epac1, Epac2 (б) в аорте крыс самцов и самок. Значения экс-
прессии для каждого исследуемого гена нормировали на значение экспрессии референсного гена – β-актина в том же
образце ткани. Содержание мРНК каждого исследуемого белка выражено в процентах от среднего значения содержа-
ния того же белка в группе молодых крыс самцов или самок, принятого за 100%. * – p < 0.01 по сравнению с крысами
в возрасте 4 мес.
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процессе их развития экспрессия этих типов ре-
цепторов уменьшается, а IP3R1, напротив, увели-
чивается [36, 37]. Установлено, что IP3R1 распре-
делены по всей цитоплазме, IP3R2 тесно связаны
с ядром и с плазматической мембраной, IP3R3
распределены преимущественно вокруг ядра. По-
казано, что каждая изоформа IP3Rs может приво-
дить к активации апоптоза [38]. Однако изоформа
IP3R3 играет особую роль в индукции апоптоза
преимущественно путем передачи Ca2+-сигналов
в митохондрии, поскольку IP3R3 имеет особую
склонность к формированию субклеточных кла-
стеров с митохондриями, что приводит к образо-
ванию ассоциированных сигнальных микродо-
менов. Интересно, что IP3R3 могут не только ак-
тивировать, но и ингибировать апоптоз, и этот
процесс реализуется по Akt-IP3R3-зависимому
механизму [39].

Нами было установлено, что одним из прояв-
лений возрастных изменений сосудов является
дисбаланс в экспрессии IP3Rs: снижается экс-
прессия рецепторов 2 и 3 типов и не изменяется
IP3R1. Эти изменения в экспрессии подтипов
IP3Rs в стареющих сосудах животных обоего по-
ла, по-видимому, могут быть критичными для
различных форм передачи Ca2+-сигналов как в
ГМК, так и в эндотелиальных клетках и влиять на
сократительные свойства сосудов. Кроме того,
можно предположить, что значительное сниже-
ние экспрессии IP3R2 и IP3R3 типов в аорте ста-
рых крыс обоего пола является проявлением воз-
растного снижения пролиферативной и апопто-
тической активности ГМК.

Функция RyRs в сосудах. Функция RyRs в ГМК
менее понятна. Хотя RyRs в гладких мышцах ге-
нерируют локальные Ca2+-спарки (sparks), кото-
рые аналогичны тем, которые наблюдаются в по-
перечно-полосатых мышцах, однако вклад этих
изменений в вызванное деполяризацией глобаль-
ное повышение внутриклеточной концентрации
Ca2+ ([Ca2+]i) довольно ограничен. В отличие от
сердечной или скелетной мышц, RyR-зависимый
Ca2+-индуцированный выброс кальция (calcium-
induced calcium release, CICR) не является необ-
ходимым для вазоконстрикции, потому что в
ГМК сосудов концентрация Ca2+, вызывающая
сокращение сосудов, ниже требуемой для RyR-
опосредованной активации CICR [40]. В ГМК сосу-
дов RyR-опосредованные Ca2+-спарки сопровожда-
ются активацией BKCa, что приводит к снижению
миогенного тонуса и вазодилятации. Вместе с тем
показано, что BKСа- и RyR-каналы играют разные
роли в регуляции миогенного и нейрогенного то-
нуса: в то время как BKСа- и RyR-каналы действу-
ют совместно, чтобы противодействовать мио-
генной вазоконстрикции, BKСа-каналы противо-

действуют нейрогенной вазоконстрикции, а RyR
каналы, напротив, усиливают ее [41]. Авторы по-
лагают, что на уровне нейрогенной вазокон-
стрикции резистивных артерий RyRs действуют
совместно с потенциал-зависимыми Ca2+-кана-
лами L-типа.

Нами установлено, что в сосудах старых самок
и самцов возрастает уровень мРНК RyR2 соответ-
ственно в 1.9 и 1.5 раз по сравнению с аналогич-
ными показателями у молодых крыс. Вызванное
старением повышение экспрессии RyR2 и пони-
жение IP3R2 и IP3R3 в аорте крыс обоего пола
указывают на существенные изменения внутри-
клеточного обмена Ca2+, но пока неясно, каким
образом они влияют на регуляцию миогенного и
нейрогенного тонуса сосудов в условиях целост-
ного организма. Кроме того, в процессе старения
сосудов изменяется экспрессия важнейших регу-
ляторов активности канальных белков – СаМ и
Epac. Нами выявлено, что на фоне высокой экс-
прессии RyR2 в аорте старых самок наблюдается
значительное снижение экспрессии СаМ и Epac1,
в то время как в сосудах самцов уровень мРНК
для СаМ остается неизменным, но возрастает
экспрессия белков Epac1 и Epac2.

Для RyRs кальций является основным физио-
логическим регулятором их активности [30, 42].
При умеренном повышении [Ca2+]i возбуждение
RyRs опосредуется через активацию CaMK-зави-
симого фосфорилирования каналов или путем
взаимодействия Ca2+ с Ca2+-связывающим бел-
ком S100A, который конкурирует с СаМ за связы-
вание с RyRs. Вазодилататоры, которые действу-
ют на рецепторы, связанные с Gs-белком, активи-
руют аденилатциклазу, что приводит к увеличению
уровня cAMP и последующей активации PKA- и
Epac-опосредованного фосфорилирования RyRs,
что приводит к увеличению частоты RyR-зависи-
мых локальных кальциевых сигналов, последую-
щей активации BKCa-каналов и вазодилатации.
При высоком уровне [Ca2+]i. активность RyR, на-
против, ингибируется через механизмы, включа-
ющие Ca2+-связывающие белки сорбин (SORC)
или CaM [16].

Как и в случае с RyRs, высокие уровни внутри-
клеточного Ca2+ ингибируют активность IP3Rs
через CaM-зависимые механизмы. Основными
стимулами активации IP3R являются индуциро-
ванное вазоконстрикторами увеличение IP3 и
умеренное увеличение [Ca2+]i. Активация IP3Rs
ионами Ca2+ реализуется путем их прямого взаи-
модействия с каналами или опосредовано через
активацию CaMK и последующего фосфорили-
рования каналов. В отличие от RyRs PKA- или
Epac-индуцированное фосфорилирование IP3Rs
приводит к снижению их активности [16].
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Таким образом, в процессе старения в аорте
крыс развиваются однонаправленные изменения
экспрессии генов канальных белков IP3Rs и
RyR2, и различные в зависимости от пола крыс
изменения экспрессии белков, модулирующих их
активность – СаМ и Epac, что свидетельствует о
возрастных изменениях внутриклеточного каль-
циевого обмена. Можно предположить, что высо-
кий уровень экспрессии Epac1 и Epac 2 в сосудах
старых крыс самцов негативно влияет на актив-
ность IP3Rs и позитивно – на RyRs, поскольку
Epac-индуцированное фосфорилирование при-
водит к снижению активности первых и повыше-
нию вторых. Уменьшение экспрессии СаМ в со-
судах старых самок, возможно, приводит к сни-
жению его ингибирующего влияния на IP3Rs и
RyRs, а Epac1 – к снижению активирующего вли-
яния на RyR2 и ингибирующего на IP3Rs. По-ви-
димому, одним из признаков стареющих сосудов,
является нарушение тонких механизмов модуля-
ции важнейших ионных каналов, участвующих в
регуляции [Ca2+]i, которые имеют определенную
специфичность у самок и самцов крыс. Выявлен-
ные изменения могут вносить существенный
вклад в возраст-инициированную патологию со-
судов на уровне их сократительной, пролифера-
тивной и апоптотической активности. Однако не
исключено, что некоторые из них могут быть
проявлением компенсаторных механизмов, на-
правленных на сохранение Ca2+-гомеостаза в ста-
реющих сосудах.

Сердце. Установлено, что у старых крыс сам-
цов в левом желудочке и обоих предсердиях воз-
растает уровень мРНК RyR2 (рис. 2). У старых
самцов в левом желудочке увеличивается содер-
жание мРНК для всех трех типов IP3Rs, в левом
предсердии только для IP3R1-типа, в правом
предсердии – возрастает для IP3R3-типа, но сни-
жается уровень мРНК для IP3R2-типа по сравне-
нию с контрольными животными (рис. 2).

Иные возрастные изменения в экспрессии ге-
нов RyR2 и IP3Rs выявлены в сердцах старых са-
мок. Установлено, что у самок в процессе старе-
ния в левом желудочке в отличие от самцов сни-
жается экспрессия RyR2, IP3R1 и IP3R3, в то
время как в левом предсердии возрастает уровень
мРНК для IP3R3-типа, в правом – для рецепторов
IP3R1- и IP3R3-типа (рис. 2). Уровень экспрессии
мРНК IP3R2-типа в сердцах старых самок не от-
личается от показателей в сердцах молодых крыс.

В процессе старения в левом желудочке и
предсердиях крыс обоего пола значительно воз-
растает экспрессия СаМ и Epac2, о чем свиде-
тельствует более высокий уровень их мРНК по
сравнению с аналогичными показателями у мо-
лодых животных (рис. 3). У старых самцов в серд-
це остается неизменным уровень мРНК для

Epac1, в то время как у самок уровень мРНК дан-
ного белка понижается в левом желудочке и, на-
против, повышается в левом предсердии (рис. 3).

Известно, что стареющее сердце характеризу-
ется сниженной реакцией на симпатическую сти-
муляцию, высоким риском развития аритмий и
внезапной сердечной смерти [43–45]. Связанную
с возрастом электрическую нестабильность и со-
кратительную дисфункцию миокарда связывают
прежде всего с нарушением гомеостаза Ca2+. Од-
нако специфические молекулярные механизмы,
лежащие в основе измененной регуляции обмена
Сa2+ в стареющем сердце, остаются недостаточно
изученными. Показано, что у пожилых людей
снижается функциональная активность синоат-
риального узла, что, как полагают, связано с воз-
растным снижением экспрессии основного Ca2+-
проводящего канала SR – RyR2, а также с измене-
нием экспрессии других ионных каналов – уве-
личением Na(v)1.5, Na(v)β1 и Ca(v)1.2 и снижени-
ем K(v)1.5 и HCN1 [46].

Функция RyRs в сердце. Известно, что RyR2 ре-
цепторы являются ключевыми внутриклеточны-
ми структурами, реализующими воздействие
симпатической нервной системы на миокард.
Нами показано, что у старых самцов в левом же-
лудочке и предсердиях значительно возрастает
экспрессия RyR2, в то время как у самок, напро-
тив, снижается в левом желудочке и не изменяет-
ся в предсердиях. Одновременно c изменением
экспрессии RyR2 в стареющих сердцах крыс обо-
его пола выявлен высокий уровень экспрессии
мРНК белков СаМ и Epac2. Изменения на уровне
транскрипции данных генов могут приводить к
чрезмерной активации RyR2 и к серьезным нару-
шениям кальциевого обмена в кардиомиоцитах
[25, 47]. Установлено, что чрезмерное повышение
активности RyR2 в результате их окисления, нит-
розилирования или гиперфосфорилирования
способствует развитию сердечной недостаточно-
сти и возникновению желудочковых аритмий [48,
49]. Известно, что активация β-адренорецепто-
ров (β-AR) может спровоцировать сердечные
аритмии через cAMP-зависимые механизмы пу-
тем увеличения утечки Ca2+ из SR в диастолу.
cAMP может активировать как PKA, так и белки
Epac. В исследованиях с использованием генети-
ческих модификаций Epac1, Epac2, RyR2 и CaM-
KII было показано, что активация Epac и PKA
может в равной степени способствовать возник-
новению β-AR-индуцированных аритмий и утеч-
ки Ca2+ из SR. Показано, что вызванное β1-AR
усиление аритмогенных выбросов Ca2+ опосреду-
ется Epac2 [50]. Аритмогенное действие Epac2
было продемонстрировано в многочисленных ис-
следованиях последних лет [47, 51]. Установлено,
что β-AR-cAMP-Epac2-PI3K-Akt-NOS1-CaM-
KII сигнальный каскад опосредует повышенную
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(патологическую) утечку Ca2+ из SR в диастолу, в
то время как с помощью cAMP-PKA-пути реали-
зуются главным образом инотропный и люсит-
ропный эффекты β-AR [52].

В кардиомиоцитах CaM регулирует актив-
ность RyR2 путем прямого взаимодействия с ни-
ми, а также через CaMKII, которые фосфорилиру-

ют как RyR2, так и IP3Rs [53]. CaM снижает вероят-
ность открытия RyR2 при субмикромолярной
(диастолической) и микромолярной (систоличе-
ской) концентрациях Ca2+. В последние годы по-
лучены данные о ключевой роли CaM в механиз-
мах развития гипертрофии сердца. В экспери-
ментах in vitro и in vivo показано, что подавление

Рис. 2. Возрастные изменения уровня мРНК рианодиновых (RyR2) и инозитол-1,4,5-трисфосфатных рецепторов
(IP3R1, IP3R2, IP3R3) в левом желудочке, левом и правом предсердиях сердца крыс самцов и самок. Значения экс-
прессии для каждого исследуемого гена нормировали на значение экспрессии референсного гена – β-актина в том же
образце ткани. Содержание мРНК каждого исследуемого белка выражено в процентах от среднего значения содержа-
ния того же белка в группе молодых крыс самцов или самок, принятого за 100%. * – p < 0.05; ** – p < 0.01 по сравнению
с крысами в возрасте 4 мес.
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Рис. 3. Возрастные изменения уровня мРНК кальмодулина (CaM) и белков Epac1, Epac2 в левом желудочке, левом и
правом предсердиях сердца крыс самцов и самок. Значения экспрессии для каждого исследуемого гена нормировали
на значение экспрессии референсного гена – β-актина в том же образце ткани. Содержание мРНК каждого исследу-
емого белка выражено в процентах от среднего значения того же белка в группе молодых крыс самцов или самок, при-
нятого за 100%. * – p < 0.01 по сравнению с крысами в возрасте 4 мес.

150

100

50

0

м
РН

К
, %

СаМ Ерас1 Ерас2 СаМ Ерас1 Ерас2

*

* * *

200

250
Правое предсердие

150

100

50

0

м
РН

К
, %

СаМ Ерас1 Ерас2 СаМ Ерас1 Ерас2

*

**
*

200

250
Левое предсердие

150

100

50

0

м
РН

К
, %

СаМ Ерас1 Ерас2 СаМ Ерас1 Ерас2

Самцы Самки

*

*

*

*

*

200

250
Левый желудочек

4 мес. 24 мес.



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 6  2020

ПОЛОВЫЕ РАЗЛИЧИЯ ВОЗРАСТНЫХ ИЗМЕНЕНИЙ ЭКСПРЕССИИ 461

экспрессии гена СаМ с помощью микроРНК
оказывает выраженное антигипертрофическое
действие [54]. Установлено, что точечные мута-
ции в CaM-связывающем домене RyR2
(W3587A/L3591D/F3603A) у мышей приводят к
тяжелой гипертрофии сердца, резкому снижению
инотропной функции левого желудочка и ранней
смерти животных [55, 56]. Полученные нами дан-
ные о высоком уровне экспрессии RyR2, СаМ и
Epac2 в сердцах старых животных, позволяют
предположить, что у самцов вероятность разви-
тия гипертрофии миокарда и возникновения же-
лудочковых аритмий значительно выше, чем у са-
мок (рис. 2, 3).

Функция IP3Rs в сердце. Если роль RyR2 как ре-
цептора, регулирующего высвобождение Ca2+ из
SR, необходимого для реализации электромеха-
нического сопряжения кардиомиоцитов, очевид-
на, то до настоящего времени нет четкого пред-
ставления о вкладе IP3Rs в этот процесс. В физио-
логических условиях в кардиомиоцитах, в отличие
от невозбудимых клеток, низкий уровень Gq-ин-
дуцированной генерации IP3 и слабый ответ на не-
го IP3R [18]. Роль IP3Rs в патофизиологии, особен-
но в аритмогенезе и гипертрофии миокарда, бо-
лее очевидна. В настоящее время доказано, что в
глобальном увеличении [Сa2+]i в кардиомиоцитах
доля IP3R-индуцированного высвобождения Ca2+

из SR незначительна, что делает их вклад в регу-
ляцию процесса электромеханического сопряже-
ния кардиомиоцитов минимальным. Полагают,
что важным условием активации IP3Rs является
их локализация в субсарколеммальной зоне, т.е. в
непосредственной близости от места генерации
IP3 [18].

В настоящем исследовании нами были выяв-
лены половые различия возрастных изменений
уровня экспрессии рецепторов IP3R1–IP3R3 типов
в левом желудочке сердец старых крыс. Так, у старых
самцов в левом желудочке экспрессия IP3R1, IP3R2
и IP3R3 была значительно выше, а у самок, на-
против, ниже (IP3R1 и IP3R3), чем в сердцах мо-
лодых крыс.

В сердце IP3R1 локализуются преимуществен-
но в проводящих, а IP3R2 в сократительных кар-
диомиоцитах, причем в кардиомиоцитах желу-
дочков IP3R2 находятся преимущественно в обла-
сти перинуклеарной мембраны [57, 58]. Клетки
предсердий экспрессируют большее количество
IP3Rs по сравнению с кардиомиоцитами желудоч-
ков. В них в основном преобладают IP3Rs 1 и 2 типа
[59]. В предсердиях количество IP3R2 в 6–10 раз
больше, чем в желудочках, и в SR они находятся в
непосредственной близости от сарколеммы в тес-
ной близости с RyRs [57, 58]. Было показано, что
агонист-индуцированная активация фосфолипа-
зы С (PLC) в кардиомиоцитах предсердий вызы-

вает возникновение локальных Ca2+-спарков, ко-
торые могут передаваться на расположенные ря-
дом RyR2 и усиливать ответ CICR, и, таким
образом, IP3Rs могут влиять на процесс электро-
механического сопряжения в предсердиях [60].
Полагают, что IP3R-вызванная активация RyR2,
других ионных каналов и обменников, в частности
Ca2+-каналов L-типа и Na+/Ca2+-обменника, мо-
жет приводить к фибрилляции предсердий [59].

С учетом данных литературы о преимуще-
ственной локализации IP3R1 типа в проводящих
кардиомиоцитах, можно предположить, что уве-
личение экспрессии данной изоформы рецепто-
ров в левом желудочке и левом предсердии старых
крыс самцов является фактором риска развития у
них аритмий. Кроме того, высокий уровень экс-
прессии IP3R2 в левом предсердии также может
провоцировать фибрилляцию предсердий, по-
скольку их роль в аритмогенезе доказана [61, 62].

Показано, что ось GPCR/IP3R модулирует не
только нарушения сердечного ритма, но и разви-
тие гипертрофии. Имеются убедительные данные
о причастности IP3R2 к развитию гипертрофии
миокарда в условиях повышенной экспрессии
этих рецепторов и/или их чрезмерной активации
в результате агонист-индуцированного сигна-
линга от GPCR [63], и эти механизмы реализуют-
ся на уровне ядерных мембран.

В последние годы все больше внимания уделя-
ется изучению особенностей передачи Ca2+-сиг-
налов в ядрах кардиомиоцитов и их роли в регуля-
ции транскрипции генов [64, 65]. На транскрип-
цию генов и рост клеток оказывают влияние
ядерные сигналы Сa2+, которые отличаются от
сигналов цитозольного Сa2+. Регуляция внутри-
ядерной концентрации Ca2+ ([Ca2+]nuc) осуществ-
ляется главным образом посредством пассивной
диффузии ионов из цитоплазмы. Однако в ядре
имеется дополнительный источник Ca2+, полно-
стью независимый от цитозольного, – это ядер-
ная мембрана (nuclear envelope, NE), которая
представляет собой клеточный компартмент с
собственным перинуклеарным хранилищем Ca2+

[66]. В NE экспрессируются белки, регулирую-
щие трафик Ca2+, включая IP3R, обращенные как
к нуклеоплазме, так и цитоплазме [67]. Специфи-
ческие стимулы GPCR могут через IP3R-опосре-
дованное высвобождение Ca2+ из NE увеличивать
[Ca2+]nuc независимо от концентрации ионов Ca2+

в цитозоле клетки ([Ca2+]cyt ) [68]. В отличие от
глобального увеличения [Ca2+]cyt, в настоящее
время считается, что центральную роль в регуля-
ции экспрессии генов в кардиомиоцитах играет
локальный прирост [Ca2+]nuc.

Структурная организация передачи Ca2+-сиг-
налов в ядре может включать в себя как рецепто-
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ры и генерацию IP3 на мембранах Т-канальцев
кардиомиоцитов желудочков, находящихся в непо-
средственной близости от ядра, так и GPCR-ком-
плексы, локализованные на NE [64, 65]. Известно,
что в кардиомиоцитах желудочков IP3R2-типа
сконцентрированы в NE [69]. Специфические сти-
мулы GPCR, такие как эндотелин 1, ангиотензин II
и др., могут через IP3R2-опосредованное высво-
бождение Ca2+ из NE увеличивать [Ca2+]nuc неза-
висимо от [Ca2+]cyt [68]. Локализованные на NE
IP3R2 ассоциированы с СаМ, CaMKII. Актива-
ция CaMKII-зависимой ядерной сигнализации
запускает фосфорилирование гистоновых деаце-
тилаз класса II (HDAC) и экспорт ядерных
HDAC, что приводит к активации MEF2-зависи-
мой транскрипции различных генов (myocyte
enhancer factor-2) [70]. Также активируется и
CaN-NFAT транскрипционный путь. Наличие
локальных Ca2+-зависимых механизмов IP3R2-
опосредованной регуляции проницаемости ядер-
ных пор для трафика транскрипционных факто-
ров в кардиомиоцитах взрослых крыс предполага-
ет вовлеченность IP3R2 в развитие у старых самцов
патологической гипертрофии левого желудочка. В
пользу данного предположения свидетельствует
высокий уровень экспрессии IP3R2, а также СаМ в
кардиомиоцитах левого желудочка крыс в воз-
расте 24 мес. по сравнению с аналогичными пока-
зателями у молодых крыс.

В отличие от самцов у старых самок высока ве-
роятность развития мерцательной аритмии, по-
скольку в процессе старения в правом предсердии
сердца самок значительно возрастает уровень
экспрессии IP3R1. Повышение уровня IP3Rs на-
блюдается и в кардиомиоцитах предсердий у па-
циентов с хронической фибрилляцией предсер-
дий [71, 72]. В отличие от самцов у старых самок
риск развития желудочковых аритмий, как и их
гипертрофии минимален, поскольку у них в ле-
вом желудочке выявлен низкий уровень экспрес-
сии RyR2, IP3R1 и IP3R3 и неизмененный – для
IP3R2-типа.

Установлено, что IP3R3-изоформа рецепторов
причастна к развитию различных заболеваний
человека [73]. Однако менее изучена роль IP3R3 в
регуляции сердечной деятельности в норме и при
патологии. Известно, что IP3R3-зависимый Ca2+-
сигналинг необходим для NO-индуцированной
дифференцировки кардиомиоцитов, полученных
из эмбриональных стволовых клеток [74]. С уче-
том вышеизложенных данных о важном вкладе
IP3R3 в модуляцию генерации Ca2+-осцилляций
[17] можно предположить, что значительное уве-
личение экспрессии данных рецепторов в кар-
диомиоцитах крыс обоего пола в сочетании с из-
мененной экспрессией RyR2, IP3R1 и IP3R2 сви-
детельствует о переходе на новый уровень

регуляции внутриклеточного кальциевого обмена
в сердцах старых крыс.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Старение является естественным процессом

увядания функциональной активности организ-
ма на уровне всех систем и органов, что приводит
к перепрограммированию профиля экспрессии
генов, которые направлены в первую очередь на
поддержание жизнедеятельности в условиях ме-
няющихся потребностей организма, т.е. носят
адаптивный характер. Важнейшую роль в этих
процессах играет цитозольный и ядерный Сa2+-
сигналинг. Вместе с тем, с учетом полученных
данных есть все основания полагать, что в про-
цессе старения организма в ГМК и кардиомиоци-
тах происходят значительные изменения на уров-
не регуляции внутриклеточного кальциевого об-
мена, которые могут вносить существенный
вклад в развитие ассоциированных с возрастом
сердечно-сосудистых заболеваний. Выявленные
гендерные возрастные различия в транскрипци-
онной активности генов, участвующих в регуля-
ции внутриклеточного Сa2+-сигналинга на уров-
не IP3Rs- и RyR2-опосредованных механизмов
позволяют предположить, что с увеличением
продолжительности жизни у самцов вероятность
развития гипертрофии миокарда и нарушения
сердечного ритма значительно выше, чем у са-
мок. Возрастные изменения в уровне экспрес-
сии генов RyR2 и IP3Rs и модуляторов их актив-
ности – СаМ и Epac в аорте также могут негатив-
но отразиться на сократительной активности
сосудов в старости.
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Sex Differences in Age-Related Changes in the Expression of Ryanodine Receptors 
RyR2 and Inositol-1,4,5-Trisphosphate Receptors IP3R1,2,3 and of Their Modulators 

СаM and Epac in Rat Aorta and Myocardium
L. M. Kozhevnikova1, *, I. F. Sukhanova1, N. P. Semenova1, and S. A. Kryzhanovskii2

1Institute of General Pathology and Pathophysiology, Moscow, 125315 Russia
2Zakusov Institute of Pharmacology, Moscow, 125315 Russia

*e-mail: lubovmih@yandex.ru

The study was aimed at the assessment of age-related changes in the transcriptional activity of genes involved
in the regulation of Ca2+ signaling, specifically of the genes of IP3R and RyR and of their activity modulators
CaM and Epac, in the vessels and myocardium of rats of both sexes. Expression was evaluated by the content
of the mRNA of the studied protein related to the content of β-actin mRNA. It was shown that upon aging,
unidirectional changes in the expression of genes encoding IP3Rs and RyR2 develop in the aorta of rats of
both sexes, as well as various, sex-specific changes in the expression of genes of proteins CaM and Epac that
modulate the activity of IP3R and RyR. In the vessels of old rats (24 months) of both sexes, relative levels of
mRNA for IP3R of types 2 and 3 were reduced but remained unchanged for IP3R1 and significantly increased
for RyR2 as compared with these indicators in young rats (4 months). In the aorta of old females, the relative
mRNA content was reduced for CaM and Epac1 but remained unchanged for Epac2; in males, on the con-
trary, the expression of Epac1 and Epac2 was increased by 67% and 50%, respectively, as compared with cor-
responding parameters in young rats (4 months), but was not changed for CaM, which indicates gender dif-
ferences in the violation of the subtle mechanisms of modulation of RyR2 and IP3Rs activity in blood vessels.
Significant changes were revealed in the myocardium of old rats. In older males, an elevated expression was
demonstrated for RyR2, IP3R1,2,3 in the left ventricle, for RyR2 and IP3R1 in the left atrium, and for RyR2
and IP3R3 in the right atrium. In contrast to males, in the left ventricle of females the mRNA content for
RyR2 and IP3R1,2,3 was significantly lower than in young animals. In old females, the right atrium exhibited
high expression levels of IP3R1 and IP3R3, and in the left atrium the expression level of IP3R3 was increased.
In all parts of the heart of females, the expression of IP3R2 was unchanged. In the myocardium of old rats of
both sexes, the expression of proteins CaM and Epac2 increased significantly. The revealed age-related dif-
ferences in the transcriptional activity of genes involved in the regulation of intracellular Ca2+ signaling at the
level of IP3Rs and RyR2-mediated mechanisms suggest that with increasing life expectancy in males, the
likelihood of developing myocardial hypertrophy and heart rhythm disturbance is significantly higher than in
females.

Keywords: aorta, heart, age, ryanodine receptors, RyR2, inositol-1,4,5-trisphosphate receptors, IP3R, CaM,
Epac1,2, Ca2+ signaling
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