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РЕЗЮМЕ

Цель исследования – провести сравнительную оценку кардиопротективных эффектов различных инги-
биторов некроптоза на модели глобальной ишемии-реперфузии изолированного перфузируемого сердца 
крысы.

Материал и методы. Исследование выполнено на 38 крысах стока Wistar массой 250–300 г. Исследо-
вались кардиопротективные эффекты следующих ингибиторов некроптоза: некростатина-1 (Nec-1), не-
кростатина-5 (Nec-5), некростатина-1s (Nec-1s), некросульфонамида (NSA). Все исследуемые соединения 
вводились внутрибрюшинно за 1 ч до начала эксперимента. В отдельных группах животным вводили 
растворитель для ингибиторов некроптоза диметилсульфоксид (ДМСО) и 0,9%-й раствор хлорида на-
трия (контроль). Через 1 ч после внутрибрюшинной инъекции у крыс извлекалось сердце, производи-
лось канюлирование аорты и подключение сердца к модифицированному аппарату Лангендорфа. Путем 
прекращения ретроградной перфузии сердца оксигенированным раствором Кребса моделировалась нор-
мотермическая 35-минутная глобальная ишемия, по окончании которой восстанавливалась ретроградная 
перфузия в течение 2 ч. До моделирования ишемии в полость левого желудочка вводился заполнен-
ный жидкостью баллон для регистрации внутрижелудочкового давления. Скорость коронарного потока 
определялась исходно и в период реперфузии по объему оттекающего от  сердца перфузата. Объем 
некроза миокарда выражали в процентах от общего объема сердца после гистохимической окраски 
срезов сердец трифенилтетразолием хлоридом. 

Результаты. Группы контроля и ДМСО не различались по объему некроза миокарда и функциональ-
ным параметрам работы сердца. По результатам проведенных экспериментов можно утверждать, что 
все ингибиторы некроптоза обладают инфаркт-лимитирующим эффектом, при этом статистически зна-
чимых различий показателей у животных,  которым вводились различные ингибиторы некроптоза, не 
выявлено. Объем некроза миокарда в группе ДМСО составил (50,5 ± 7,82)%, в то время как в группе 
Nec-1 – (29,9 ± 3,42)%, в группе Nec-5  – (27,7 ± 3,42)%, в группе Nec-1s – (30,6 ± 3,82)%, в группе NSA 
– (34,7 ± 5,82)% (p < 0,01 в сравнении с ДМСО для каждой из групп ингибиторов некроптоза). Выявлена 
способность двух ингибиторов некроптоза, а именно Nec-1s и NSA, улучшать функциональное состо-
яние миокарда, что проявлялось в более высоком уровне пульсового давления (p < 0,01 по сравнению 
с контролем и ДМСО), скорости коронарного потока (p < 0,05 по сравнению с контролем и ДМСО), а 
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ВВЕДЕНИЕ
По данным Американской ассоциации сердца, 

в Соединенных Штатах Америки более 15,5 млн  
человек в возрасте старше 20 лет имеют диагноз 
ишемической болезни сердца [1]. При ýтом бли-
жайший и отдаленный прогноз у пациентов с 
наиболее грозной формой ишемической болезни 
сердца, а именно с инфарктом миокарда, пря-
мо зависит от объема миокарда, сохранившего 
жизнеспособность после острой ишемии-репер-
фузии. Именно поýтому поиск фармакологиче-
ских агентов, обладающих кардиопротективными 
свойствами, остается глобальным трендом в со-
временной медицинской науке. 

Одним из наиболее активно исследуемых ме-
тодов кардиопротекции является воздействие на 
программируемую клеточную гибель (ПКГ). К на-
стоящему времени наиболее изучены такие виды 
ПКГ, как апоптоз и аутофагия. Результаты моду-
ляции данных видов клеточной гибели противо-
речивы. Так, например, в работе  T. Holly и со-
авт. (1999) на сердце кролика после регионарной 
ишемии-реперфузии (ИРП) была показана спо-
собность панкаспазного ингибитора YVAD-cmk 
уменьшать апоптоз и некроз кардиомиоцитов [2]. 
Однако, согласно данным других авторов, селек-
тивное подавление ýтих видов клеточной гибели 
не приводит к улучшению морфофункционально-
го состояния миокарда и, более того, активация 
данных видов клеточной гибели обладает протек-
торным значением при ИРП миокарда [3–5]. Бо-
лее того, «проксимальная» блокада апоптоза и 
аутофагии может способствовать возникновению 
феномена «переключения», когда на фоне пода-
вления апоптоза и аутофагии в геометрической 
прогрессии возрастает количество клеток, гибну-
щих путем некроза [6, 7]. 

Одним из наиболее активно исследуемых ви-
дов ПКГ является открытый в 2005 г. некроптоз, 
характеризующийся морфологическими призна-

также в более низком уровне диастолического внутрижелудочкового давления (p < 0,01 по сравнению с 
контролем и ДМСО) в ходе реперфузии.

Заключение. Результаты проведенного исследования демонстрируют наличие у всех изученных ингиби-
торов некроптоза инфаркт-лимитирующего эффекта одинаковой степени выраженности. Однако Nec-1s 
и NSA выделяет способность улучшать функциональное состояние миокарда в периоде реперфузии, 
что с учетом их низкой токсичности и более низкой EC50 позволяет рассматривать их в качестве пер-
спективных соединений кардиопротективного действия для последующих доклинических и клинических 
исследований.

Ключевые слова: ишемия-реперфузия миокарда, кардиопротекция, некроптоз, некростати-
ны.

ками некроза, но имеющий молекулярные мише-
ни для таргетного ингибирования. В настоящее 
время значение некроптоза как фактора, способ-
ствующего ухудшению морфофункционального 
состояния органов и тканей, доказано при раз-
личных патологических процессах, в частности 
при ишемии головного мозга и ишемии-реперфу-
зии миокарда [8, 10, 11]. 

Выявлено также значение активности некроп-
тоза как фактора, определяющего функцио- 
нальное состояние  сердечного аллографта и 
выраженность реакции отторжения сердечного 
трансплантата после трансплантации донорско-
го сердца [14]. К настоящему времени известно 
несколько ингибиторов некроптоза, которые по-
казали способность подавлять некроптоз в опы-
тах in vitro и in vivo. Однако прямого сравнения 
различных ингибиторов некроптоза на предмет 
их органопротективной активности до сих пор не 
проводилось. 

Цель настоящего исследования – сравнитель-
ная оценка кардиопротективной активности та-
ких ингибиторов некроптоза, как  некростатин-1 
(Nec-1), некростатин-5 (Nec-5), некростатин-1s 
(Nec-1s) и некросульфонамид (NSA), в условиях 
глобальной ишемии-реперфузии изолированного 
сердца.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Эксперименты выполнены на 38 самцах крыс 

стока Wistar массой 250–300 г, наркотизирован-
ных хлоралгидратом в дозе 450 мг/кг. Животные 
были случайным образом разделены на шесть 
групп: 1) контроль (Кон, n = 5); 2) диметилсуль-
фоксид (ДМСО, n = 5); 3) некростатин-1 (Nec-1, 
n = 7 ); 4) некростатин-5 (Nec-5, n = 7), 5) некро-
статин-1s (Nec-1s, n = 5); 6) некросульфонамид 
(NSA, n = 8). Всем животным за 1 ч до начала 
перфузии изолированного сердца внутрибрю- 
шинно вводили 0,9%-й  раствор хлорида натрия в 
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объеме 0,1 мл (контроль), ДМСО (группа ДМСО) 
либо ингибиторы некроптоза, растворенные в 
ДМСО (группы Nec-1, Nec-5, Nec-1s и NSA). Ин-
гибиторы некроптоза вводились в дозе 1,65 мг/кг.  
После изъятия сердца из грудной полости его 
подключали к модифицированному аппарату 
Лангендорфа. 

По окончании 10-минутного стабилизацион-
ного периода вызывали 35-минутную глобаль-
ную ишемию путем прекращения ретроградной 
перфузии сердца оксигенированным раствором 
Кребса – Хенселейта. По окончании периода ише-
мии возобновляли перфузию в течение 120 мин  
при температуре раствора 37 °С. Для оценки па-
раметров внутрисердечной гемодинамики про-
изводились непрерывная регистрация внутри-
желудочкового давления (ВЖД) и измерение 
скорости коронарного потока (СКП). В стаби-
лизационном периоде и во время реперфузии 
регистрировали конечно-диастолическое и пуль-
совое внутрижелудочковое давление (ДВЖД и 
ПВЖД соответственно). Регистрация ВЖД про-
водилась с помощью программно-аппаратно-
го комплекса PhysExp (OOO «Кардиопротект»,  
г. Санкт-Петербург). По окончании периода ре-
перфузии сердца разрезали на пять равных по 
толщине поперечных срезов и в течение 15 мин 
окрашивали путем инкубации в 1%-м растворе 
трифенилтетразолия хлорида (ТТХ) при 37 °С. 
Затем получали цифровые фотографии срезов. 
Объем некроза миокарда рассчитывали планиме-
трически по площади ТТХ-негативных зон при 
помощи программы Adobe Photoshop CS. Оце-
нивали процентное отношение суммы площадей 
ТТХ-негативных зон к сумме общей площади 
сердца. Результаты представляли в виде «сред-
нее  ± среднеквадратическое отклонение». Зна-
чимость различий в объеме некроза миокарда 
оценивали с помощью U-критерия Манна – Уит-
ни с использованием программы Statistica 10.0. 
Различия между группами по функциональным 
параметрам оценивали с помощью теста ANOVA 
с использованием критерия Тьюки в программе 
SPSS 24 (IBM Inc.). Различия считались значимы-
ми при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
В контроле объем некроза миокарда составил 

(57,2 ± 6,6)%, что достоверно не отличалось от 
объема некроза миокарда в группе ДМСО ((50,5 ±  
7,8)%, p > 0,05). В группах Nec-1 и Nec-5 объем 
некроза миокарда составил (29,9 ± 3,4)% и (27,7 ±  
3,4)% соответственно, что оказалось значи-

мо меньше, чем в группе ДМСО ((50,5  ± 7,8)%,  
p < 0,01). В группах Nec-1s и NSA объем некроза 
миокарда составил (30,6 ± 3,8)% и (34,7 ± 5,8)%, 
что было значимо меньше, чем в группе ДМСО 
(p < 0,01).

Значения объема некроза миокарда в ýкспери-
ментальных группах представлены на рис. 1.  

Рис. 1.  Объем некроза миокарда в ýкспериментальных 
группах. *p < 0,01 по сравнению с  Кон и  ДМСО

Fig. 1. The size of myocardial necrosis in experimental groups. 
*p < 0,01 as compared with the control and dimethylsulphoxide 

(DMSO)

Нами не обнаружено достоверных различий 
показателей в сравниваемых группах в динамике 
нарастания среднего ВЖД во время ишемии. Па-
раметры внутрисердечной гемодинамики во вре-
мя реперфузии миокарда в ýкспериментальных 
группах представлены на рис. 2–4. Интересные 
данные были получены при оценке влияния инги-
биторов некроптоза на функциональное состоя-
ние миокарда в период ишемии-реперфузии. Так, 
несмотря на наличие инфаркт-лимитирующего 
ýффекта Nec-1 и Nec-5, данные ингибиторы не-
кроптоза оказались не способными оказать су-
щественное влияние на внутрисердечную гемоди-
намику при ишемии-реперфузии миокарда. Так, 
показатели ПВЖД, ДВЖД и СКП не отличались 
между группами ингибиторов некроптоза и груп-
пами Кон и ДМСО (p > 0,05).

Противоположные данные были получены в 
группах Nec-1s и NSA, где при анализе динамики 
ПВЖД, ДВЖД и СКП в трех временных точках 
реперфузии выявлены значимо более высокие 
значения ПВЖД и СКП по сравнению с группа-
ми Кон и ДМСО (p < 0,01), и достоверно более 
низкие значения ДВЖД по сравнению с группами 
Кон и ДМСО (p < 0,01). 
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ОБСУЖДЕНИЕ
В условиях острой ишемии миокарда жизнен-

но необходимо раннее восстановление кровото-
ка, которое ограничивает объем необратимого 
повреждения миокарда. Вместе с тем даже вос-
становление кровотока по инфаркт-ассоцииро-
ванной артерии не всегда позволяет добиться 
значительного ограничения повреждения мио-
карда, поскольку само по себе может вызвать 
необратимое повреждение ткани, получившее на-

Рис. 4. Скорость коронарного потока в стабилизационном 
периоде и во время реперфузии. 

* p < 0,01 по сравнению с Кон и ДМСО

Fig. 4. Coronary flow velocity during the stabilization period 
and reperfusion. 

* p < 0,01 as compared with the control and dimethylsulphoxide 
(DMSO)

Рис. 2. Диастолическое внутрижелудочковое давление в 
стабилизационном периоде и во время реперфузии. 

* p < 0,01 по сравнению с Кон и ДМСО

Fig. 2. Diastolic intraventricular pressure during the stabilization 
period and reperfusion. 

* p < 0,01 as compared with the control and dimethylsulphoxide 
(DMSO)

Рис. 3. Пульсовое внутрижелудочковое давление в стабили-
зационном периоде и во время реперфузии.

*  p < 0,01 по сравнению с Кон и ДМСО

Fig. 3. Pulse intraventricular pressure in the stabilization period 
and reperfusion. 

* p < 0,01 as compared with the control and dimethylsulphox-
ide (DMSO)

звание реперфузионного. В настоящее время ак-
тивно изучается проблема предотвращения ише-
мического-реперфузионного повреждения (ИРП) 
миокарда с помощью модуляторов программиру-
емой клеточной гибели. 

Среди всех типов ПКГ наиболее изученным 
является апоптоз. Однако изолированное пода-
вление апоптоза не сопровождается уменьшени-
ем ИРП миокарда. Известно, что при попытке 
изолированного подавления апоптоза или ауто-
фагии в условиях ишемии-реперфузии миокарда 
происходит «переключение» апоптоза или ауто-
фагии на наиболее неблагоприятный вид клеточ-
ной гибели –  некроз [3].

Начало исследования некроптоза положено 
в 2005 г., когда сотрудниками Гарвардской ме-
дицинской школы на культуре клеток Jurkat при 
действии индуктора апоптоза – фактора некро-
за опухоли альфа и панкаспазного ингибитора 
апоптоза ZVAD.fmk –  был  выявлен процесс кле-
точной гибели, морфологически не отличимый от 
некроза, характеризующийся активацией аутофа-
гии, но в отличие от некроза, имеющий молеку-
лярные мишени для ингибирования. Авторы дан-
ного исследования назвали ýтот вид клеточной 
гибели некроптозом и в результате скрининга не-
скольких тысяч химических соединений выявили 
несколько из них, способных ее предотвращать. 
Эти химические соединения получили название 
некростатинов. Тогда же на модели фокальной 
ишемии головного мозга у мышей была проде-

Бюллетень сибирской медицины. 2017;  16  (4):  126–133

П
В
Ж

Д
, 
м
м
. 
р
т.

 с
т.

Д
В
Ж

Д
, 
м
м
. 
р
т.

 с
т.



130

монстрирована способность Nec-1 оказывать ин-
фаркт-лимитирующий ýффект [8]. Был выявлен 
один из механизмов действия некростатинов — 
специфическое ингибирование киназы RIP1 [9]. 

В последующие годы рядом авторов, в том 
числе и нашей группой, исследовалось влияние 
ингибиторов некроптоза при ишемии-реперфу-
зии миокарда и на модели постинфарктной сер-
дечной недостаточности. Так, C. Smith и соавт. 
(2007) на модели изолированного сердца по Лан-
гендорфу были опубликованы первые результаты 
применения Nec-1 в качестве кардиопротектора, 
которые продемонстрировали способность Nec-1 
уменьшать объем некроза миокарда [10]. В даль-
нейшем M. Oerlemans и соавт. (2012) на модели 
регионарной ишемии-реперфузии миокарда у 
мышей in vivo показали уменьшение объема не-
кроза миокарда и подавление активности киназ 
RIP1 и RIP3 при действии Nec-1 [11]. 

В 2013 г. нашей группой были выявлены ин-
фаркт-лимитирующие свойства Nec-5, а также 
наличие положительного инотропного ýффек-
та у Nec-1 [12]. Кроме того, нами на модели 
постинфарктной хронической сердечной недо-
статочности у крыс была выявлена способность 
Nec-7 уменьшать объем рубцовой ткани через  
21 день после перманентной коронарной окклю-
зии у крыс, а также предотвращать патологиче-
ское постинфарктное ремоделирование миокарда 
и улучшать его функциональное состояние. По-
следнее  подтверждалось более низким уровнем 
предшественника мозгового натрийуретического 
пептида в плазме крови крыс в группе Nec-7 [13]. 

В последние годы появился ряд публикаций, 
касающихся значения некроптоза в развитии 
реакции отторжения сердечного трансплантата. 
Так, А. Pavlovsky и соавт. (2014) на нокаутных 
по медиаторам некроптоза RIP1 и RIP3 мышах 
продемонстрировали лучшую выживаемость сер-
дечного трансплантата и меньшую лимфоцитар-
ную инфильтрацию ткани миокарда по сравне-
нию с контрольной группой [14]. Нами на модели 
длительной холодовой консервации донорского 
сердца крысы обнаружено усиление кардиопро-
тективных ýффектов консервирующего раствора 
«Кустодиол» при добавлении в него Nec-1 [15]. 

По нашему представлению, «идеальный» ин-
гибитор некроптоза, который может иметь пер-
спективы использования в практике, должен 
удовлетворять, по крайней мере, двум крите-
риям, а именно: высокая ýффективность и низ-
кая токсичность. Именно ýтим критериям соот-
ветствуют два ингибитора некроптоза: Nec-1s и 
NSA. Первый из них обладает меньшей, чем у 

Nec-1, EC 50 и низкой токсичностью, а второй 
осуществляет «дистальную» блокаду некроптоза 
на уровне спирального белка mixed lineage kinase 
domain-like (MLKL), которая фосфорилируется 
с участием киназы RIP3, является компонентом 
некросомного комплекса и запускает финальную 
стадию некроптоза [16, 17]. Активация MLKL 
приводит к встраиванию некросомного комплек-
са в клеточную мембрану, повышению ее про-
ницаемости и к гибели клетки [18]. Эффектив-
ность подавления некроптоза на уровне MLKL 
для предотвращения повреждения клеток уже 
показана в исследовании J. Wu и соавт. (2013) 
на модели ýкспериментального панкреатита, вы-
званного введением церулетида, а также в рабо-
те Y. Qu и соавт. (2016) [19, 20]. Исследователь-
ской группой L. Sun и соавт. (2012) на клеточной 
линии HeLa была выявлена ýффективность NSA 
в подавлении некроптоза посредством блокады 
MLKL [21].

В настоящем исследовании показано, что та-
кие ингибиторы некроптоза, как некростатин-1, 
некростатин-5, некростатин-1s и некросульфо-
намид оказывают инфаркт-лимитирующий ýф-
фект в условиях глобальной ишемии-реперфузии  
миокарда. Степень выраженности инфаркт-ли-
митирующего действия указанных ингибиторов 
некроптоза одинакова. Помимо уменьшения 
объема ишемического некроза, некростатин-1s 
и некросульфонамид способствуют улучшению 
функции левого желудочка в постишемическом 
периоде.
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Direct comparison of cardioprotective effects of necroptosis inhibitors 
against global ischemia-reperfusion in the isolated rat heart 

Dmitriev Yu.V., Minasian S.М., Bayrasheva V.K., Demchenko Е.А., Galagudza М.М.

Federal Almazov North-West Medical Research Centre 
2, Str. Accuratova, St.-Petersburg, 197341, Russian Federation

ABSTRACT

The study was aimed at comparative assessment of cardioprotective properties of various necroptosis 
inhibitors in the isolated perfused rat heart subjected to global ischemia-reperfusion.

Materials and Methods. The study was performed on 38 male Wistar rats weighting 250–300 g. The 
following necroptosis inhibitors were tested: necrostatin-1 (Nec-1), necrostatin-5 (Nec-5), necrostatin-1s (Nec-
1s), and necrosulfonamide (NSA). All tested substances were administered intraperitoneally (i.p.) 1 hour prior 
to heart perfusion. Control animals were treated either with the vehicle (dimethyl sulfoxide, DMSO) or with 
0,9% sodium chloride solution (Controls). The dose of necroptosis inhibitors was calculated on the basis of 
effective concentration (EC50) data. One hour after i.p. injection, the animals were anesthetized, the hearts 
were rapidly excised, the aorta was cannulated and retrogradely perfused according to Langendorff.  After 
stabilization, the perfusion was stopped for 35 minutes, which was followed by 2 hours of reperfusion. Prior 
to stabilization, fluid-filled polyethylene balloon was placed into the left ventricle for left ventricular pressure 
registration. Coronary flow was measured at baseline and during reperfusion by means of perfusate collection. 
The volume of necrotic myocardium was expressed as a percentage of triphenyltetrazolium chloride-negative 
tissue relative to the entire heart volume.

Results. The volume of myocardial necrosis and functional heart parameters were not different between 
Controls and DMSO group. All tested necroptosis inhibitors demonstrated infarct-limiting effect. However, 
there were no differences between the groups. The volume of necrotic myocardium was (50,5 ± 7,82)%, (29,9 
± 3,42)%, (27,7 ± 3,42)%, (30,6 ± 3,82)%, and (34,7 ± 5,82)% in DMSO, Nec-1, Nec-5, Nec-1s, and NSA 
groups, respectively (p < 0,01 vs. DMSO group).  

Nec-1s and NSA were shown to improve functional recovery of the heart after ischemia. In particular, left 
ventricular developed pressure and coronary flow rate were higher in Nec-1s and NSA groups (p < 0,01 
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compared with Controls and DMSO), while end-diastolic pressure was lower in Nec-1s and NSA groups vs. 
Controls and DMSO (p < 0,01). 

Conclusions. It has been shown that Nec-1, Nec-5, Nec-1s, and NSA administration prior to global ischemia-
reperfusion results in comparable infarct size limitation. In addition to infarct size limitation, Nec-1s and NSA 
are able to improve postischemic left ventricular function. This fact, along with low toxicity and optimal EC50, 
makes Nec-1s and NSA perspective candidates for preclinical and clinical development as cardioprotective 
agents.

Key words: heart, ischemia-reperfusion injury, cardioprotection, necroptosis, necrostatins.
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