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Реферат
Минимизация необратимого повреждения миокарда после эпизода ишемии-реперфузии остается актуальной 

и до конца нерешенной проблемой. Среди множества фармакологических агентов, показавших свою эффек-
тивность в экспериментальных исследованиях, только единицы находят подтверждение своей эффективности 
в клинических исследованиях. В последние годы интерес исследователей прикован к механизмам развития 
программируемого некроза или некроптоза, имеющего молекулярные мишени для подавления. В настоящей 
работе нами на модели глобальной ишемии-реперфузии миокарда у крыс исследованы кардиопротективные 
эффекты высокоактивных и низкотоксичных ингибиторов некроптоза — некросульфонамида и некростатина-
1s. Продемонстрирован инфаркт-лимитирующий эффект данных соединений, а также лучшие параметры 
внутрисердечной гемодинамики после эпизода глобальной ишемии-реперфузии. Данные соединения могут 
представлять интерес для дальнейших доклинических исследований. 

Ключевые слова: кардиопротекция, ишемическое и реперфузионное повреждение миокарда, некроптоз, некро-
сульфонамид, некростатин-1s. 
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Введение 
Ишемия-реперфузия миокарда приводит к насту-

плению необратимого повреждения кардиомиоцитов 
и формированию постинфарктного рубца. Одним из 
наиболее активно исследуемых направлений кардио-
протекции является модуляция различных вариантов 
программируемой клеточной гибели. К настоящему 
времени накоплен большой опыт применения мо-
дуляторов апоптоза при различных патологических 
процессах, в частности, при ишемическом и реперфу-
зионном повреждении (ИРП) миокарда. В последние 
годы пристальное внимание исследователей при-
влекает некроптоз, который характеризуется мор-
фологическими признаками некроза и активацией 
аутофагии, но, в отличие от некроза, имеет точки 
приложения для фармакологической модуляции. 
Ингибиторы некроптоза — некростатины (Nec) 
— показали свою способность уменьшать объем 
необратимого ИРП головного мозга и миокарда в 
условиях как кратковременной нормотермической 
глобальной ишемии миокарда, так и длительной 
холодовой глобальной ишемии, а также предотвра-
щать постинфарктное ремоделирование миокарда 
левого желудочка и улучшать его функциональное 

состояние. В настоящем исследовании нами впервые 
на модели глобальной ишемии-реперфузии изолиро-
ванного сердца крысы изучены кардиопротективные 
эффекты у ингибитора некроптоза некросульфонами-
да (NSA), осуществляющего “дистальную” блокаду 
некроптоза посредством подавления MLKL (mixed 
lineage kinase domain-like) псевдокиназы, а также 
кардиопротективные эффекты стабильного аналога 
Nec-1 – Nec-1s. 

Цель исследования — оценка кардиопротектив-
ных эффектов NSA и Nec-1s на модели глобальной 
ишемии-реперфузии изолированного, перфузируе-
мого по Лангендорфу сердца крысы. 

Материал и методы исследования
Все эксперименты были проведены в соответ-

ствии с «Руководством по уходу и использованию 
лабораторных животных» (публикация Нацио-
нального Института Здоровья, США №85-23) и 
были одобрены локальным этическим комитетом. 
Эксперименты выполнены на крысах-самцах стока 
Wistar массой 250–350 г, наркотизированных хло-
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ралгидратом в дозе 450 мг/кг. Животные были раз-
делены на 4 группы: 1) группа контроля (Кон) (n=5); 
2) группа диметилсульфоксида (ДМСО) (n=5); 3) 
группа некросульфонамида (NSA) (n=8); 4) группа 
некростатина-1s (Nec-1s) (n=5). Все животные за 1 
час до эксперимента получили внутрибрюшинную 
инъекцию физиологического раствора (группа кон-
троля), либо диметилсульфоксида (группа ДМСО), 
либо NSA или Nec-1s в ДМСО (группы NSA или 
Nec-1s, соответственно). NSA и Nec-1s вводились 
в дозе 1,65 мг/кг. После изъятия сердца из грудной 
полости его подключали к модифицированному ап-
парату Лангендорфа [1]. По окончании 10-минутного 
стабилизационного периода вызывали 35-минутную 
глобальную ишемию путем прерывания ретроград-
ной перфузии сердца оксигенированным раствором 
Кребса-Хенселейта. По окончании периода ишемии 
возобновляли перфузию в течение 120 мин. при 
температуре раствора 37°С. Для оценки параметров 
внутрисердечной гемодинамики проводилось изме-
рение скорости коронарного потока (СКП), а также 
непрерывная регистрация внутрижелудочкового 
давления (ВЖД). Во время 35-минутной глобальной 
ишемии регистрировалось среднее ВЖД (СВЖД); в 
стабилизационном периоде и во время реперфузии - 
диастолическое и пульсовое ВЖД (ДВЖД и ПВЖД, 
соответственно). Регистрация ВЖД проводилось 
с помощью программно-аппаратного комплекса 
PhysExp (OOO “Кардиопротект”). По окончании 
периода реперфузии сердца нарезались на 5 равных 
по толщине поперечных срезов и в течение 15 ми-
нут окрашивались трифенилтетразолием хлоридом 
(ТТХ). Затем получали цифровые фотографии срезов. 
Размер инфаркта рассчитывался планиметрически 
по площади ТТХ-негативных зон при помощи про-
граммы Adobe Photoshop CS. Оценивали процентное 
отношение суммы площадей ТТХ-негативных зон 
к сумме общей площади сердца. Результаты пред-
ставлены в виде «среднее±среднеквадратическое 
отклонение». Значимость различий в размере не-
кроза миокарда оценивали с помощью U-критерия 
Манна-Уитни с использованием программы Statistica 
10.0. Различия между группами по внутрисердечной 
гемодинамике оценивали с помощью ANOVA теста с 
использованием критерия Тьюки в программе SPSS 
24 (IBM Inc.). Различия считались достоверными 
при P<0,05. 

Результаты исследования
Результаты проведенных экспериментов свиде-

тельствуют о наличии выраженного инфаркт-лими-
тирующего эффекта как у NSA, так и у Nec-1s. Так 
в группе NSA размер некроза миокарда составил 
32,2±14 %, что достоверно ниже, чем в группах 
Кон и ДМСО (57.2±6.6 и 59.2±5.6  %; p= 0.016 и p 
= 0.038, соответственно). В группе Nec-1s размер 
некроза миокарда составил 36±10.2  % и также был 
достоверно меньшим, чем в группах Кон и ДМСО 
(p=0.02 по сравнению с группами Кон и ДМСО). Раз-
мер некроза миокарда в экспериментальных группах 
представлены на рисунке 1. 

По результатам проведенных экспериментов 

наблюдались достоверно лучшие функциональные 
показатели миокарда экспериментальных животных 
в группах NSA и Nec-1s, по сравнению с группами 
Кон и ДМСО. Так, СКП в группе NSA была досто-
верно более высокой, чем в группах Кон и ДМСО 
(p = 0.004 и p = 0.008, соответственно). В группе 
Nec-1s СКП также была достоверно выше, чем в 
группах сравнения (p = 0.009 по сравнению с Кон и 
p=0.014 по сравнению с группой ДМСО). Значения 
ПВЖД были достоверно более высокими (p<0.01), а 
ДВЖД достоверно более низкими (p<0.01) в группах 
ингибиторов некроптоза по сравнению с группами 
Кон и ДМСО. Нами не было выявлено достоверных 
различий в динамике нарастания СВЖД между экс-
периментальными группами. Параметры внутрисер-
дечной гемодинамики представлены на рисунках 2–4.

Обсуждение результатов исследования
В настоящее время активно исследуется предот-

вращение ИРП миокарда с помощью модуляторов 
программируемой клеточной гибели. Среди всех 
типов программируемой клеточной гибели наиболее 
изученным является апоптоз. Однако изолированное 
подавление апоптоза не сопровождается уменьшени-
ем ИРП миокарда. Более того, существуют работы, 
показывающие, что при попытке изолированного 
подавления апоптоза или аутофагии в условиях 
ишемии - реперфузии миокарда происходит «пере-
ключение» апоптоза или аутофагии на наиболее 
неблагоприятный вид клеточной гибели - некроз 
[13].  В 2005 г. cотрудниками Гарвардской меди-
цинской школы был открыт новый тип клеточной 
гибели - некроптоз, который характеризуется мор-
фологическими признаками некроза и активацией 
аутофагии, но, в отличие от некроза, имеет точки 
приложения для фармакологической модуляции. В 
результате скрининга порядка 15000 химических 
соединений с потенциальной способностью пода-
влять некротическую гибель человеческих моноци-
тов, были найдены несколько соединений, способных 
ее предотвращать. Названные некростатинами, эти 
вещества показали инфаркт-лимитирующую актив-
ность на модели фокальной ишемии головного мозга 
у мышей [3]. В 2008 г. A. Degterev и соавт. выявили 
один из механизмов действия некростатинов — спец-
ифическое ингибирование RIP-1 киназы [4]. В 2007 
г. C. Smith и соавт. опубликовали первые результаты 
применения Nec-1 в качестве кардиопротектора. На 
модели изолированного сердца по Лангендорфу в 
условиях глобальной ишемии-реперфузии миокарда 
Nec-1 показал способность уменьшать объем некроза 
миокарда [10]. На модели регионарной ишемии-
реперфузии миокарда у мышей in vivo была пока-
зана способность Nec-1 уменьшать объем некроза 
миокарда. Также была отмечена способность Nec-1 
уменьшать конечно-диастолический объем и увели-
чивать фракцию выброса левого желудочка после 
экспериментального инфаркта [8]. В 2013 г. нами 
впервые была продемонстрирована способность Nec-
5 уменьшать объем  необратимого повреждения ми-
окарда при глобальной ишемии-реперфузии, а также 
было продемонстрировано наличие положительного 
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Рис. 1. Размер инфаркта миокарда в экспериментальных 
группах.  * — p<0.05 по ср. с Кон, # — p<0.05 по ср. с 
ДМСО

инотропного эффекта у Nec-1 [5]. В дальнейшем 
нами были обнаружены кардиопротективные эффек-
ты Nec-7, проявляющиеся в уменьшении объема и 
длины рубца и уменьшении постишемической дис-
функции миокарда через 21 день после перевязки 
левой коронарной артерии у крыс [6]. Кроме того, на 
модели длительной холодовой консервации изолиро-
ванного сердца крысы нашей группой обнаружено 
усиление кардиопротективных эффектов кардиопле-
гического раствора Кустодиол при добавлении в него 
ингибитора некроптоза Nec-1 [2]. 

Вместе с тем, существует ряд ограничений для 
проведения клинических исследований Nec-1, в 
особенности, его узкая терапевтическая широта и 
низкая стабильность. В отличие от него, существует 
активный аналог Nec-1 – Nec-1s, обладающий низкой 
токсичностью и высокой активностью. 

Работы, посвященные изучению возможной про-
тективной активности Nec-1s при ишемии-реперфу-
зии миокарда до настоящего времени отсутствовали.

Другим, перспективным, с нашей точки зрения, 
ингибитором некроптоза является NSA, подавляю-
щий активность MLKL, которая фосфорилируется с 
участием RIPIII киназы и является компонентом так 
называемого некросомного комплекса и запускает 
финальную стадию некроптоза [7,14]. Активация 
этого спирального белка приводит к его встраиванию 
в клеточную мембрану, повышению ее проницаемо-
сти и, в конечном итоге, приводит к гибели клетки 
[9]. В исследованиях была продемонстрирована 
роль MLKL при самой разнообразной патологии, 
в особенности сопровождающейся развитием вос-
палительного ответа. Так, в работе J. Wu и соавт. на 
линии нокаутных по MLKL мышей была продемон-

Рис. 2. Скорость коронарного потока в эксперименталь-
ных группах. * — p<0.05 по сравнению с контролем, # 
— p<0.05 по сравнению с ДМСО

Рис. 3. Пульсовое внутрижелудочковое давление в ста-
билизационном периоде и во время реперфузии. * —
p<0.01по ср. с Кон, # — p<0.01 по ср. ДМСО

Рис. 4. Диастолическое внутрижелудочковое давление в 
стабилизационном периоде и во время реперфузии. * —
p<0.01по ср. с Кон, # — p<0.01 по ср. ДМСО
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стрирована значимость MLKL в развитии клеточного 
повреждения при экспериментальном панкреатите, 
вызванном введением церулеина [12]. На культуре 
клеток линии HeLa была продемонстрирована эф-
фективность NSA в подавлении некроптоза, а также 
подтверждена роль MLKL псевдокиназы в качестве 
специфической мишени NSA [11].

Выводы
Таким образом, по результатам проведенного 

исследования, можно утверждать о наличии у не-
кросульфонамида и некростатина-1s эффектов, 
проявляющихся в их способности уменьшать размер 
инфаркта миокарда и улучшать внутрисердечную 
гемодинамику в условиях глобальной ишемии-ре-
перфузии миокарда.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 15-04-018138.
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 Abstract
Minimization of irreversible myocardial damage after ischemia-reperfusion episode remains valid and unsolved 

problem. Among of many pharmacological agents have been effective in experimental studies, only a few of them 
are evidence of its efficacy in clinical trials. This is largely explained by the mechanism of action of these compounds, 
aimed primarily at preventing reperfusion injury, and do not affect myocardial cells subjected to prolonged ischemia 
without reperfusion. In recent years, the interest of researchers confined to the mechanisms of programmed necrosis 
or necroptosis, which morphologically has no different to necrosis, but has molecular targets for suppression. In this 
paper, on the model of global ischemia-reperfusion in rats we have studied cardioprotective effects of high-activity and 
low-toxicity necroptosis inhibitors — necrosulfonamide and necrostatin-1s. We demonstrated the infarct-limiting effect 
of these compounds, as well as the best parameters of intracardiac hemodynamics after an episode of global ischemia-
reperfusion. We believe these compounds are interesting for further preclinical studies. 

Keywords: cardioprotection, myocardial ischemia-reperfusion injury, preservation solutions.  
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