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РЕФЕРАТ 

Отчёт 75 с,  16 рис., 11 табл., 216 источников 

СЕРДЦЕ, ИШЕМИЯ, РЕПЕРФУЗИЯ, АДАПТАЦИЯ, ГИПОКСИЯ 

Объектом исследования являются крысы линии Вистар. 

Цель работы – выяснить, с активацией каких рецепторов и сигнальных путей связаны 

кардиопротекторные эффекты срочной и долговременной адаптации к гипоксии.  

В процессе работы проводились экспериментальные исследования, направленные на 

изучение роли опиоидных рецепторов и сопряженных с ними внутриклеточных сигнальных 

механизмов в кардиопротекторном эффекте гипоксического прекондиционирования (срочная 

адаптация) и длительной адаптации к непрерывной нормобарической гипоксии.  

Установлено, что гипоксическое прекондиционирование оказывает умеренный инфаркт-

лимитирующий эффект при острой коронароокклюзии-реперфузии, а хроническая непрерывная 

нормобарическая гипоксия вызывает выраженное цитопротекторное действие при аноксии-

реоксигенации изолированных кардиомиоцитов. 

В результате исследования было впервые установлено, что формирование 

цитопротекторного действия хронической нормобарической гипоксии происходит через 

активацию δ2 опиоидных рецепторов, протеинкиназы С, тирозинкиназ. В механизме 

цитопротекторного действия ХННГ не принимают участия δ1,  PI3-киназа.   

Обнаружено, что в реализации инфаркт-лимитирующего эффекта гипоксического 

прекондиционирования не участвует вегетативная нервная система, опиоидные и аденозиновые 

рецепторы. Активные формы кислорода, митохондриальные К
+

АТФ-каналы и индуцибельная NO-

синтаза являются триггерами, но не медиаторами инфаркт-лимитирующего действия раннего 

гипоксического прекондиционирования.  Сарколеммальные К+АТФ-каналы и нейрональная NO-

синтаза не являются триггерами или медиаторами инфаркт-лимитирующего действия 

гипоксического прекондиционирования.  

Степень внедрения: публикации 9 статей в центральных российских журналах. 
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ИСПОЛЬЗОВАННАЯ  ТЕРМИНОЛОГИЯ 

Адаптация к хронической непрерывной нормобарической гипоксии – состояние 

резистентности к гипоксии, вызванное хроническим пребыванием животных в атмосфере с 

пониженным содержанием кислорода при нормальном атмосферном давлении; 

Гипоксическое прекондиционирование (срочная адаптация к гипоксии) - это повышение 

толерантности органов и тканей к действию тяжелой длительной гипоксии (ишемии) с помощью 

предварительного воздействия одного или нескольких сеансов кратковременной гипоксии  и 

реоксигенации; 

Кардиопротекторный эффект – эффект, направленный на уменьшение ишемического-

реперфузионного повреждения ткани сердца; 

Инфаркт-лимитирующий эффект – эффект, направленный на уменьшение размера инфаркта; 

Цитопротекторный эффект - повышение устойчивости изолированных кардиомиоцитов к 

гипоксии-реоксигенации; 

Киназы – внутриклеточные ферменты, фосфорилирующие белки-мишени, активация 

которых связана с повышением устойчивости миокарда к ишемии-реперфузии. 
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ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ 

2-МПГ  – 2-меркаптопропионил глицин;  

5-ГД  – 5-гидроксидеканоат;  

8-SPT  – 8-(p-сульфофенил)теофиллин;  

Akt-киназа  – киназа, выделенная из AKR thymoma cells;  

DMSO – диметилсульфоксид; 

EGFR-рецептор  – рецептор к эндотелиальному фактору роста;  

GPCR  –  Gi/o-белоксопряженные рецепторы;  

GSK3  – киназа гликогенсинтазы 3 

HIF1  – гипоксия-индуцируемый фактор транскрипции 1  

HMR – HMR 1098 (Clamikalant sodium);  

iNOS  – индуцибельная NO-синтаза;  

L-NAME  – Nω-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride; 

mPTP  – поры, изменяющие проницаемость митохондрий;  

NO  – оксид азота; 

NOS  – синтаза оксида азота;  

PI3-киназа  – фосфатидилинозитол-3 киназа, phosphatidylinositol-3-kinase; 

АФК  – активные формы кислорода;  

БСА  – бычий сывороточный альбумин, V фракция;  

ВНС  – вегетативная нервная система;  

ГП  – гипоксическое прекондиционирование;  

ГЦ  – гуанилатциклаза;  

ЗИ/ОР  – соотношение зоны инфаркта к области риска; 

ИП  – ишемическое прекондиционирование;  

К
+

АТФ-канал  – АТФ-чувствительный калиевый канал;  

ЛДГ  – лактатдегидрогеназа; 

митоК
+

АТФ  – митохондриальный АТФ-зависимый К
+
 канал;  

МРТ-пора  – пора, изменяющая проницаемость митохондрий, mitochondrial 

permeability transition pore;  

ОИМ  – острый инфаркт миокарда; 

ОР  – опиоидные рецепторы;  

ПОЛ  – перекисное окисление липидов;  

ПКG  – протеинкиназа G;  

ПКС – протеинкиназа С;  

САС  – симпатоадреналовая система; 
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СОД  – супероксиддисмутаза; 

ТК  – тирозинкиназа; 

ХННГ  – хроническая непрерывная нормобарическая гипоксия; 

цАМФ   – циклический аденозинмонофосфат. 
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ВВЕДЕНИЕ 

   Актуальность исследования. В России внутригоспитальная летальность при остром 

инфаркте миокарда (ОИМ) составляет 13,8% [Сыркина А.Г. и др., 2013]. Среди пациентов, 

перенесших ОИМ, 22% вынуждены уменьшить объём или квалификацию труда, а 23% полностью 

утратили трудоспособность [Николаева Н.В. и др., 1997]. Эти данные свидетельствуют о большой 

социальной значимости разработки методов профилактики ишемических и реперфузионных 

повреждений сердца, вызванных ОИМ. Вполне очевидно, что назрела настоятельная 

необходимость в разработке  принципиально новых подходов к профилактике ишемических и 

реперфузионных повреждений сердца. Особый интерес в этом отношении представляет 

способность организма включать мощные врожденные защитные механизмы с помощью 

адаптивных воздействий, таких как гипоксическое прекондиционирование и долговременной 

адаптации к гипоксии. 

Долговременная адаптация к гипоксии. Известно, что миокард животных, подвергнутых 

хронической непрерывной нормобарической гипоксии (ХННГ), становится устойчивым к 

повреждающему действию ишемии и реперфузии [Neckar J., et al., 2003; Maslov L.N., et al., 2013; 

2015]. Ранее нами было показано, что инотропный, инфарктлимитирующий и антинекротический  

эффекты ХННГ зависят от активации опиоидных рецепторов (ОР) [Maslov L.N., et al., 2013; 2015]. 

Между тем, локализация опиоидных рецепторов и внутриклеточные механизмы, обеспечивающие 

реализацию кардиопротекторного эффекта хронической гипоксии, остаются малоизученными. 

Есть основание считать, что одним из таких механизмов может служить активация опиоидных 

рецепторов кардиомиоцитов и связанного с ними каскада протеинкиназ, участвующих в передаче 

сигнала от Gi/o-белок-связанных рецепторов (опиоидных, брадикининовых, аденозиновых) на 

внутриклеточные эффекторы: mPTP-пора (mitochondrial permeability transition pore), К
+

АТФ-канал 

(АТФ-чувствительный К-канал) [Шляхто Е.В., и др. 2008; Heusch G.  2015; Williams-Pritchard G., 

2011]. Такая гипотеза базируется на результатах анализа литературы [Маслов Л.Н. и др., 2012; 

Шляхто Е.В., и др. 2008; Heusch G.  2015; Liu H., et al., 2001;  Oudit G.Y., Penninger J.M. 2009; Tong 

H. et al., 2000], посвященной механизмам ишемического прекондиционирования, 

кардиопротекторный эффект которого реализуется через активацию PI3-протеинкиназы 

(phosphatidylinositol-3-kinase), тирозинкиназы и протеинкиназы С (ПКС). Основываясь на сходстве 

основных проявлений (антинекротический, антиаритмический, инотропный эффекты) 

кардиопротекторного действия хронической гипоксии и прекондиционирования, мы 

предположили, что в реализации защитного влияния ХННГ при аноксии-реоксигенации 

кардиомиоцитов могут быть также задействованы опиоидные рецепторы кардиомиоцитов, 

тирозинкиназы, PI3-киназа и протеинкиназа С.  
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 Срочная адаптация к гипоксии. Гипоксическое прекондиционирование (ГП) - это 

повышение толерантности органов и тканей к действию тяжелой длительной гипоксии (ишемии) 

после одного продолжительного (2,5 – 3 ч) или нескольких кратковременных сеансов гипоксии (2 

– 10 мин) и реоксигенации (2 – 10 мин). Различают раннее ГП, при котором кардиопротекторный 

эффект проявляется сразу же после прекондиционирования [Маслов Л.Н. и др. 2010; 2011; 2013; 

Shizukuda Y. et al., 1992; 1993], и задержанное ГП, при котором повышение толерантности сердца 

к ишемии и реперфузии выявляется через 24 ч после прекондиционирования [Beguin P.C. et al., 

2005; Cai Z. et al., 2003; Sasaki H. et al., 2002; Xi L. et al., 2002]. Большинство публикаций по ГП – 

это работы по позднему ГП [Портниченко А.Г. и др., 2008; Beguin P.C. et al., 2005; Cai Z. et al., 

2003; Sasaki H. et al., 2002; Xi L. et al., 2002] и только единичные работы посвящены раннему ГП 

[Маслов Л.Н. и др. 2010; 2011; 2013; Shizukuda Y. et al., 1992]. Некоторые исследователи отрицают 

сам факт существования раннего ГП [Cai Z. et al., 2003]. Однако нам удалось показать, что раннее 

ГП  существует и  оказывает более выраженный инфаркт-лимитирующий эффект, чем позднее ГП 

[Маслов Л.Н. и др., 2013]. Раннее ГП имеет важное преимущество перед хронической гипоксией: 

повышение толерантности сердца к ишемии-реперфузии формируется очень быстро (в течение 1 - 

3 ч), поэтому такое воздействие может найти свое применение в качестве предоперационной 

подготовки у пациентов, которым предстоит произвести кардиоплегическую остановку сердца 

(тотальная ишемия) с применением искусственного кровообращения. Рецепторный, сигнальный 

механизмы и конечный эффектор раннего ГП пока остаются неизученными, а между тем знание о 

природе этих механизмов помогли бы в создании принципиально новых кардиопротекторных 

препаратов.  

Цель работы: выяснить, с активацией каких рецепторов и сигнальных путей связаны 

кардиопротекторные эффекты срочной и долговременной адаптации к гипоксии.  

Задачи работы в 2017 году:  

1. В экспериментах на изолированных кардиомиоцитах, подвергнутых действию гипоксии-

реоксигенации, исследовать роль опиоидных рецепторов, протеинкиназы С, тирозинкиназ, PI3-

киназы в механизме цитопротекторного действия хронической непрерывной нормобарической 

гипоксии.  

2. Оценить значение вегетативной нервной системы, опиоидных рецепторов, аденозиновых 

рецепторов, активных форм кислорода, К
+

АТФ-каналов и NO-синтазы в триггерном и медиаторном 

механизме инфаркт-лимитирующего действия раннего ГП.  
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

    Адаптация к хронической нормобарической гипоксии. Еще в 50-х годах прошлого 

столетия было установлено, что высокая толерантность миокарда к ишемии может быть 

достигнута с помощью хронического воздействия на организм умеренной гипобарической 

гипоксии [Kopecky M., Daum S., 1958]. Эти данные были подтверждены и дополнены работами 

отечественного физиолога Ф.З. Меерсона [Меерсон Ф.З., 1986] и ряда других исследователей 

[Wang Z., Si L.Y. 2013; Ma H.J. et al., 2014; Zhou J.J. et al., 2015].  

В настоящее время ни у кого не возникает сомнений в том, что  адаптация организма к 

изменяющимся условиям внешней среды является фундаментальным свойством живых 

организмов, изучению которого посвящено большое число научных исследований [Бернар К. 

1878; Селье Г. 1960; Гаркави Л.Х. и др., 1990]. В частности, в последние годы внимание широкого 

круга ученых привлекает формирование адаптационной толерантности сердца к ишемии или 

стрессу после общего воздействия на организм хронической (более двух недель) умеренной 

гипоксии [Yuan G. et al., 2008; Wang Z., Si L.Y. 2013; Ma H.J. et al., 2014; Zhou J.J. et al., 2015; 

Лишманов Ю.Б. и др., 2003; Alanova P. et al., 2015; Waskova-Arnostova P. et al., 2013, 2014; Neckar, 

J. et al., 2013]. Однако механизмы, лежащие в основе указанного феномена, изучены явно 

недостаточно. 

Исследование адаптации сердца к гипоксии проводится в двух направлениях. Первое из них 

включает в себя изучение острых и отсроченных реакций сердечно-сосудистой системы на курс 

гипоксии у здоровых волонтеров или пациентов кардиологического профиля при подъеме в горы 

или вдыхании воздушной смеси с пониженным содержанием кислорода [Закощиков К.Ф., Катин 

С.О., 2007; Barnholt K.E. et al, 2006; Pichon A. et al., 2013; West J.B. 2015; Simonson T.S. et al., 2015; 

Painschab M.S., et al., 2015]. Второй подход состоит в оценке влияния различных режимов 

адаптации к гипоксии на течение экспериментальных воздействий (коронароокклюзия и 

реперфузия, стресс, введение адреналина), индуцирующих повреждение миокарда и аритмии у 

животных [Meerson F.Z. et al., 1973, 1987; Merry T.L. et al., 2010; Milano G. et al., 2010а,б; Borchert 

G.H. et al., 2011; Wang Z., Si L.Y. 2013; Meng X.Y. et al., 2014; Jain K. et al., 2014; Ma H.J. et al., 

2014; Murray A.J. 2015; Zhou J.J. et al., 2015]. 

В 1994 г в Японии на модели тотальной ишемии изолированного миокарда было впервые 

показано кардиопротекторное действие хронической нормобарической гипоксии [Tajima M. et al., 

1994]. Дальнейшие работы показали, что такой способ адаптации сопровождается развитием 

выраженного инфаркт-лимитирующего эффекта [Neckar J. et al., 2003; Maslov L.N. et al., 2013]. 

Однако механизмы, реализующие формирование  адаптационной толерантности сердца к ишемии 

и реперфузии остаются во многом неясными.  
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Комплексные исследования процессов, лежащих в основе адаптации, позволили Ф.З. 

Меерсону, сформулировать положение о, так называемых, стресс-лимитирующих системах, 

активация которых способна повышать не только общую устойчивость организма к 

экстремальным воздействиям, но и резистентность сердца к ишемии-реперфузии [Меерсон Ф.З. 

1986].  

Фундаментальные исследования, проведенные в лаборатории экспериментальной 

кардиологии НИИ кардиологии Томского научного центра РАМН, показали, что к числу стресс-

лимитирующих систем с полным основанием может быть отнесена эндогенная опиоидная система 

[Маслова Л.В. и др., 1989; Лишманов, Ю. Б. 1986; Лишманов, Ю. Б. и др., 1995; 1996; 1998; 

Маслов Л.Н. и др. 2001, 2003, 2009; Maslov L.N. et al., 2009, 2010; Ласукова Т. В. и др., 2014]. В 

пользу такой точки зрения говорят такие факты, как (1) возрастание уровня опиоидов в крови и 

тканях крыс при адаптации к стрессу [Маслова Л.В. и др., 1989]; (2) уменьшение чрезмерной 

реакции организма на экстремальные факторы под действием экзогенных опиоидов [Лишманов, 

Ю. Б. 1986; Лишманов, Ю. Б. и др., 1995; 1998]; (3) наличие кардиопротекторной, инфаркт-

лимитирующей и антиаритмической активности у природных и синтетических лигандов 

опиоидных рецепторов [Лишманов Ю.Б. и др., 1986; Маслов Л.Н. и др. 2001, 2003, 2009; Maslov 

L.N. et al., 2009, 2010]. Об этом же свидетельствует и увеличение  плотности опиоидных 

рецепторов на мембранах кардиомиоцитов и структур головного мозга у животных, 

адаптированных к стрессу [Варфоломеев С.О., 1986]. Участие опиоидных рецепторов в 

формировании кардиопротекторного влияния ишемического пре- или посткондиционирования 

[Heusch G., 2015; Fraessdorf J. et al., 2015], в том числе и на модели изолированного сердца [Karck 

M. et al., 2001; Ласукова Т. В. и др., 2014], подтверждает возможную роль опиоидной системы в 

адаптивных процессах на органном и  клеточном уровнях.  

В качестве важнейшего звена регуляторных функций организма современная физиология 

рассматривает каскад передачи сигнала с рецепторов на эффекторные структуры через систему 

внутриклеточных мессенджеров. В соответствие с этими представлениями, стимуляция 

опиоидных рецепторов может приводить к активации внутриклеточного сигнального каскада, 

включающего в себя тирозинкиназы, PI3-киназу (инозитолтрифосфат-активируемая 

протеинкиназа), NO-синтазу (синтазу оксида азота), протеинкиназу С, митохондриальные АТФ-

чувствительные К
+
-каналы (митоК

+
АТФ-каналы) и mPTP-поры (mitochondrial permeability transition 

pore) [Маслов Л.Н. и др., 2013]. Можно предполагать, что этот механизм опиоидергической 

регуляции функционального состояния сердца реализуется и при хронической гипоксии. 

Обоснованность такой гипотезы подтверждается работами, проведенными в 2010-2015 гг.  Так, 

рядом авторов было показано, что хроническая нормобарическая гипоксия вызывает увеличение 

количества активной формы протеинкиназы С [Holzerova K. et al., 2015], а также гексокиназы и 
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фосфорилированной (активированной) Akt-киназы (киназа, выделенная из AKR thymoma cells) 

[Waskova-Arnostova P. et al., 2013; 2014], в миокарде экспериментальных животных. 

Одновременно с этим в кардиомиоцитах происходит активация синтеза противоапоптотических 

белков, ферментов антиоксидантной системы и энергетического метаболизма [Bohuslavova R. et 

al., 2010; Waskova-Arnostova P. et al., 2014; Chytilova A. et al., 2015]. Инфаркт-лимитирующий 

эффект хронической гипоксии не усиливается введением донора оксида азота [Alanova P. et al., 

2015], что может косвенно свидетельствовать об участии этого вещества в указанном эффекте. 

Однако вовлечение этих процессов в реализацию кардиопротекторного эффекта хронической 

непрерывной нормобарической гипоксии (ХННГ) остаётся недоказанной, поскольку 

эксперименты с ингибиторами указанных ферментов до настоящего времени не проводились.  

На основании изложенных фактов нами была выдвинута концепция о том, одним из 

ключевых механизмов реализации кардиопротекторного, инфаркт-лимитирующего и 

антиаритмического эффектов адаптации к хронической гипоксии является активация опиоидной 

системы. Однако рецепторная природа участия опиоидов в формировании этих явлений остаётся 

неизученной, а локализация опиоидных рецепторов, сигнальные пути и внутриклеточные 

регуляторные механизмы, опосредующие защитные эффекты адаптации к гипоксии - 

неизвестными. Отсутствуют веские аргументы в пользу принципиальной возможности 

регулирования электрической стабильности сердца путём воздействия на уровень опиоидов в 

крови и тканях. Доказательство этих предположений и является целью настоящего исследования. 

Гипоксическое прекондиционирование. Литературные данные о рецепторном механизме 

кардиопротекторного действия гипоксического прекондиционирования немногочисленны и 

противоречивы. Так, обнаружено, А1-аденозиновые рецепторы не участвуют в механизмах 

сохранения сократительной функции миокарда под действием гипоксического 

прекондиционирования при ишемии-реперфузии изолированного сердца крысы [Yabe K. et al., 

1995]. Вместе с тем обнаружена важная роль аденозиновых рецепторов в развитии инфаркт-

лимитирующего эффекта ГП на модели изолированного сердца кролика [Walsh R. S. et al., 1995] и 

кардиопротекторного действия ГП на изолированном сердце крысы [Tani M. et al., 1998; Nojiri M. 

et al., 1999]. Можно предположить, что ключевую роль в формировании кардиопротекторного 

эффекта ГП играют аденозиновые А2-рецепторы, однако экспериментов, подтверждающих это 

предположение в условиях in vivo не проводилось.  

Роль опиоидных рецепторов, которые, к примеру, участвуют в формировании  адаптивной 

реакции ишемического прекондиционирования [Schultz J. et al., 1997; Miki T. et al., 1998; Wall T. 

M. et al., 1994], не исследована. 

Об участии участие активных форм кислорода (АФК) в механизмах формирования 

адаптивных реакция миокарда впервые сообщили 1988 г. [Murry C.E. et al., 1988]. Позднее было 

../../../../Users/maslov/sites/entrez
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установлено, что АФК являются триггерами кардиопротекторного действия ишемического 

прекондиционирования [Yellon D.M. и Downey J.M., 2003]. Однако участие АФК в 

кардиопротекторном эффекте ГП обнаружено лишь in vitro, в опытах на изолированных 

кардиомиоцитах цыпленка [Vanden Hoek T.L. et al., 1998]. Оказалось, что ГП повышает 

выживаемость клеток сердца при аноксии-реоксигенации  кардиомиоцитов, а добавление перед 

ГП восстановителя тиольных групп 2-меркаптопропионил глицина или ингибитора цитозольной 

супероксиддисмутазы (СОД) диэтилдитиокарбомата полностью устраняет этот эффект [Vanden 

Hoek T.L. et al., 1998]. Сходные результаты получены на модели гипоксии-реоксигенации 

изолированных неонатальных кардиомиоцитов крысы [Gong K.Z. et al., 2004]. Интересные данные 

были опубликованы G. Lebuffe и соавт. в 2003 г. [Lebuffe G. et al., 2003]. Добавление к культуре 

клеток сердца эмбриона цыпленка экзогенные NO или H2O2 уменьшило гибель клеток при 60-

минутной ишемии и 180-минутной реоксигенации кардиомиоцитов, то есть имитировало ГП 

[Lebuffe G. et al., 2003]. Важной находкой этого исследования явилось то, что антиоксидант (2-

меркаптопропионил) глицина (2-МПГ) или блокатор АТФ-чувствительных калиевых каналов 

(К
+

АТФ-каналов) глибенкламид полностью устраняли цитопротекторное действие экзогенного NO. 

Эти данные позволили авторам публикации сделать вывод о том, что   эффектором 

кардиопротекторного эффекта ГП является активация К
+

АТФ-каналов, а триггерами – выработка 

NO и АФК [Lebuffe G. et al., 2003]. Помимо этих данных участие оксида азота и NO-синтазы в 

механизме реализации протекторного эффекта ГП подтверждено рядом исследовательских работ, 

выполненных in vitro  на срезах сердца крысы [Cuong D.V. et al., 2006], модели изолированного 

сердца мыши [Xi L. et al., 2002], изолированных кардиомиоцитах [Hu L. et al., 2014]. Однако 

остается неподтвержденным участие NO-синтазы в инфаркт-лимитирующем действии ГП и 

неясным, какие субтипы NO-синтазы участвуют в реализации этого эффекта. 

О роли АТФ-зависимых калиевых каналов (К
+

АТФ-каналов) в механизме ГП свидетельствует 

ряд исследований [Vanden Hoek T. et al., 2000; Lebuffe G. et al., 2003; Gong K.Z. et al., 2004; Chen R. 

et al., 2004; Cuong D.V. et al., 2006; Jiao J., 2008]. В экспериментах на изолированных 

кардиомиоцитах крысы показано, что блокада К
+

АТФ-каналов перед ГП приводит к 

предупреждению формирования цитопротекторного эффекта [Vanden Hoek T. et al., 2000; Jiao J., 

2008], и наоборот, добавление в среду инкубации активатора данных каналов увеличивает 

устойчивость клеток к действию длительной аноксии и реоксигенации [Vanden Hoek T. et al., 2000; 

Lebuffe G. et al., 2003]. Подтверждение этим данным приводят Gong K.Z. и соавт. (2004) [Gong 

K.Z. et al., 2004]. G. Lebuffe и соавт. в 2003 г. [Lebuffe G. et al., 2003] обнаружили, что защитный 

эффект, аналогичный влиянию ГП, возникал при 10-минутной инкубации культуры клеток в 

присутствии  активатора К
+

АТФ-каналов пинацидила [Lebuffe G. et al., 2003]. Однако эти 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vanden%20Hoek%20TL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vanden%20Hoek%20TL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vanden%20Hoek%20TL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gong%20KZ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cuong%20DV%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xi%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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предположения требуют дополнительной верификации, к тому же роль К
+

АТФ-каналов в 

механизме ГП in vivo остается малоизученной.  

Приведенные данные позволяют предполагать участие аденозиновых и опиоидных 

рецепторов, активных форм кислорода, NO-синтазы и К
+

АТФ-каналов в механизме формирования 

инфаркт-лимитирующего действия ГП, однако эта гипотеза требует экспериментального 

обоснования. 
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2. МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Работа выполнена на белых крысах-самцах линии Вистар массой 200−250 г. Все 

болезненные процедуры проводили на наркотизированных крысах. Дизайн исследования одобрен 

этическим комитетом НИИ кардиологии.  

Адаптация к хронической нормобарической гипоксии. Дизайн исследования представлен на 

рисунке 1. Животных подвергали адаптации к хронической гипоксии, помещая их в герметичную 

камеру при 12% O2 и нормальном атмосферном давлении на протяжении 21 дня [Neckar J. et al.  

2003]. Объем гипоксической камеры составлял 1,5 м
3
, концентрацию O2 поддерживали на уровне 

11,75—12,25%, концентрацию CO2 - на уровне 0,03% системой «Био-нова-204G4R1» (НТО Био-

нова, Россия, г. Москва). Давление O2 и CO2 внутри камеры постоянно контролировалось 

датчиками TCOD-IR и OLC 20 (Oldham, Франция) через блок управления MX32 (Oldham, 

Франция). Изучение цитопротекторного действия хронической нормобарической гипоксии 

проводили на модели аноксии-реоксигенации изолированных кардиомиоцитов in vitro.  

 

Рисунок 1  Дизайн исследования механизма цитопротекторного действия хронической 

нормобарической гипоксии. 

Примечание -  В качестве контроля использовали клетки адаптированных к хронической гипоксии 

животных без добавления блокаторов опиоидных рецепторов или ингибиторов киназ. Поскольку 

ингибиторы киназ (хелеритрин, роттлерин, вортманнин и генистеин) растворяли в DMSO, к 

контрольным клеткам добавляли DMSO в той же концентрации 

 

По аналогичному протоколу исследовали кардиомиоциты неадаптированных крыс. 

Каждая экспериментальная группа включала 12 животных. 
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Метод  моделирования  аноксии-реоксигенации  изолированных кардиомиоцитов 

Выделение  изолированных  кардиомиоцитов  из  сердца  крысы  проводили энзиматическим 

методом с применением коллагеназы [Xu X., Colecraft H. 2009].  Животных гепаринизировали 

(1500 МЕ, внутрибрюшинно) и умерщвляли шейной дислокацией под эфирным наркозом. После 

стернотомии сердца быстро иссекали и помещали в буфер Тироде (+4 о) до остановки. Аорту 

канюлировали и закрепляли для ретроградной перфузии. Скорость перфузии на протяжении всего 

выделения составляла 10 мл/мин,  температура 37°С,  все  растворы  были  предварительно 

насыщены смесью газов 95% O2– 5% CO2, после чего их рН доведена до 7,4. Осуществляли  

ретроградную  перфузию  миокарда  в  течение 3 минут  буфером Тироде (в мМ): 140 NaCl, 5.4 

KCl, 1 Na2HPO4, 1 MgCl2.6H2O, 10 глюкоза, 5 HEPES, 1 СаCl2, затем в течение 3 минут 

перфузировали бескальциевым буфером Тироде. Последующую перфузию осуществляли 

раствором коллагеназы, содержащим (в мМ): 140 NaCl, 5.4 KCl, 1 Na2HPO4, 1 MgCl2.6H2O, 10 

глюкоза, 5 HEPES, 1,6 г/л БСА, коллагеназу тип II 335 U/мл (Worthington) и протеазу XIV 0,230 г/л 

(Sigma) в течение 15-25 минут до размягчения миокарда. Для удаления коллагеназы, миокард 

перфузировали  бескальциевым  раствором  Тироде  в  течение 4 минут. Миокард отсекали от 

аорты и диспергировали путём перемешивания в 10 мл бескальциевого буфера Тироде, 

содержащего 10 мг/мл БСА. Полученную суспензию клеток фильтровали через марлю и осаждали 

при комнатной температуре в течение 5 минут.  Надосадок  удаляли,  осевшие  кардиомиоциты  

разбавляли  бескальциевым буфером  Тироде  до 350-400  тысяч  клеток  в 1  мл.  Количество  

клеток контролировали микроскопически. Для стабилизации выделенные клетки инкубировали в 

течение 1 часа при температуре + 28°С под протоком 5% СО2 в СО2-инкубаторе MCO-5AC 

(SANYO, Япония). После окончания инкубации проводили контроль выживаемости клеток по 

включению трипанового синего, который окрашивает только в погибшие клетки. Подсчитывали  

процент  погибших (окрашенных)  клеток  и  жизнеспособных палочковидных  кардиомиоцитов 

(соотношение  длина:  ширина  не  менее 3:1). Кардиомиоциты,  не  окрасившиеся  трипановым  

синим,  но  потерявшие палочковидную  форму  были  условно  обозначены  как  гибнущие.  

Исследование проводили на микроскопе Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss Surgical GmbH, Германия). 

Исходную выживаемость 50% и более палочковидных кардиомиоцитов считали пригодной  для  

дальнейшего изучения. В инкубационной среде проводили определение лактатдегидрогеназы 

(ЛДГ) с применением наборов Fluitest LDH-L (Analytical biotechnologies AG, Германия) на  

спектрофотометре INFINITE 200М (Текан, Австрия).  

Для  моделирования  аноксии  клетки  инкубировали  в  модифицированном буфере Кребса 

(аноксическом буфере), содержащем (в мМ): 118 NaCl, 25 NaHCO3, 4.7 KCl, 1.2 MgSО4,1.2 

KH2PO4, 5 2-дезоксиглюкозы, рН 7,4. Для предотвращения доступа кислорода на поверхность 

суспензии наслаивали 5-6 капель минерального масла [Vander Heide R.S., et al, 1990]. Клетки 
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подвергали аноксии в течение 20 минут при комнатной температуре. После окончания аноксии 

суспензию клеток аккуратно отбирали через масло и  центрифугировали 1 мин  при 800g, 

надосадок  клеток  полностью  удаляли  и использовали  для  определения  ЛДГ.  Реоксигенацию  

кардиомиоцитов осуществляли в бескальциевом буфере Тироде в течение 30 минут. По окончании 

реоксигенации проводили контроль выживаемости клеток и измеряли выход ЛДГ как  описано  

выше.  Контролем  служили  клетки,  ресуспендированные  на  время, равное аноксии (20 минут), 

в бескальциевом растворе Кребса, содержащем (в мМ): 118 NaCl, 25 NaHCO3,11 глюкоза, 4,7 KCl, 

1,2 MgSО4, 1,2 KH2PO4, рН 7,4, далее в течение 30 минут в бескальциевом буфере Тироде 

(нормоксия). Гибель клеток и выход  ЛДГ  при  аноксии-реоксигенации  вычисляли  в  процентах  

от  нормоксии (инкубация с буфером Кребса). 

Фармакологические инструменты. В экспериментах с моделированием аноксии-

реоксигенации изолированных кардиомиоцитов фармакологические агенты добавляли в 

инкубационный буфер за 25 минут до начала аноксии. Антагонист всех типов опиоидных  

рецепторов  налоксон  использовали  в концентрации 300 нМ/л [Ласукова Т.В. и соавт. 2014]. 

Антагонист δ-опиоидных рецепторовTIPP(ψ) использовали в концентрации 30 нМ/л [Schiller P. W. 

et al., 1993; Martin N.A. et al., 2001]. Селективный антагонист δ1-опиоидных рецепторов BNTX, 

использовали в концентрации 1 нМ/л [Zeng X. et al., 2011]. Селективный антагонист δ2-опиоидных 

рецепторов налтрибен, использовали в концентрации 1 нМ/л [Huh J. et al., 2001; Zhu M. et al., 

2009]. Антагонист µ-опиоидных рецепторов CTAP, использовали в концентрации 00 нМ/л 

[Devidze N. et al., 2008]. Антагонист  -опиоидных  рецепторов  норбиналторфимин,  использовали  

в  концентрации 3 нМ/л [Stevens W. C. et al., 2000]. Ингибитор  протеинкиназы  С (ПКС) 

хелеритрина  хлорид  использовали  в концентрации 5 µM/л [Fryer R. M. et al., 1999; Khaliulin I., et 

al., 2010]; ингибитор ПКС-δ роттлерин применяли в концентрации1 мкM/л [Маслов Л. Н.  и  др., 

2013];  ингибиторPI3-киназы вортманнин использовали в концентрации 100 нМ/л [Powis G. et al., 

1994]; ингибитор тирозинкиназы генистеин применяли в концентрации 50 мкM/л [Fryer R.M. et al., 

1999]. Ингибиторы киназ хелеритрина  хлорид,  роттлерин, вортманнин и  генистеин 

предварительно растворяли в DMSO в конечной концентрации 0,02% 

 

Моделирование гипоксического прекондиционирования. Дизайн исследования представлен 

на рисунке 2. Для моделирования гипоксического прекондиционирования крысу на 10 мин 

помещали в герметичную банку объёмом 3,3 литра, где в течение 1 мин создавали воздушную 

среду, содержащую 8% О2, 0,9% СО2 и 91,1% N2. Через 10 мин концентрация кислорода 

снижалась до 7,3%, а уровень СО2 повышался до 1,3%. Уровень кислорода и углекислого газа 

определяли с помощью газоанализатора Stat Profile M (Nova Biomedical Corporation, Waltham, 

США). За гипоксией следовала 10-минутная реоксигенация. Как показали наши предварительные 
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эксперименты [Маслов Л.Н. и др. 2013] шесть циклов гипоксии-реоксигенации по 20 мин 

обеспечивают снижение соотношения ЗИ/ОР на 24%, не оказывают влияния на гемодинамику при 

коронароокклюзии и не изменяют частоту возникновения ишемических и реперфузионных 

аритмий. Интервал времени между последним сеансом гипоксии и последующим моделированием 

коронароокклюзии составлял 15 мин.  

Исследование рецепторных и сигнальных механизмов инфаркт-лимитирующего действия 

гипоксического прекондиционирования проведено на модели острой коронароокклюзии и 

реперфузии in vivo. Дизайн исследования представлен на рисунке 2.  

Моделирование 45-минутной коронароокклюзии и 120-минутной реперфузии. Исследования 

выполнены на крысах-самцах линии Вистар массой 250 – 300 г. Крысы были наркотизированы α-

хлоралозой (50 мг/кг, внутрибрюшинно, Sigma) и подключены к аппарату искусственной 

вентиляции легких (ИВЛ) “SAR-830 Series” (CWE Inc. США), осуществляющему ИВЛ комнатным 

воздухом с частотой 68 вдохов/минуту. Выполнялась левосторонняя торакотомия, перикард был 

удален, чтобы видеть местоположение левой нисходящей коронарной артерии. Лигатуру на левую 

нисходящую коронарную артерию накладывали на 1-2 мм ниже ушка левого предсердия по 

методу группы проф. G.J. Gross [Fryer R.M. et al., 1999a;  Schultz J.E. et al., 1997a]. 

Коронароокклюзия верифицировалась по появлению эпикардиального цианоза и подъему 

сегмента ST. Правая сонная артерия каннюлировалась для измерения артериального давления 

(АД), которое регистрировали с помощью датчика давления SS13L (Biopac System Inc., Goleta, 

Калифорния, США), сопряженного с аппаратом для электрофизиологических исследований MP35 

(Biopac System Inc., Goleta, США). Этот же аппарат использован для записи ЭКГ. Количественную 

обработку полученных данных осуществляли с помощью программного обеспечения INSTBSL-W 

компании Biopac System Inc., (Goleta, США). После 45 минут ишемии лигатуру ослабляли, 

восстановление кровотока подтверждали появлением эпикардиальной гиперемии. 

Продолжительность реперфузии  составляла 2 часа. Выявление зоны  некроза и зоны риска 

проводили по методу, предложенному J. Neckar и соавт. [Neckar J. et al., 2003]. После реперфузии 

сердце удаляли из грудной клетки и промывали с помощью шприца через канюлированную аорту 

физиологическим раствором, содержащим 125 МЕ/мл гепарина. Для определения области риска 

(ОР) лигатуру вновь затягивали и миокард окрашивали струйно через аорту 5% перманганатом 

калия, затем промывали физиологическим раствором. С помощью слайсера HSRA001-1 (Zivic 

Instruments, Pittsburgh, США) делали срезы сердца толщиной в 1 мм перпендикулярно к 

продольной оси. Зону некроза выделяли из зоны риска окрашиванием срезов 1% раствором 2,3,5-

трифенил тетразолия хлорида в течение 30 минут при 37C. После окончания окраски срезы 

помещали в 10% раствор формальдегида на 1 сутки. На следующий день после окрашивания 

правый желудочек удаляли, и срезы сканировали с обеих сторон сканером HP Scanjet G2710. 
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Область риска (ОР) и зону инфаркта (ЗИ) определяли компьютеризированным планиметрическим 

методом с применением оригинальной программы. Размер зоны инфаркта выражали в процентах 

от размера зоны гипоперфузии (области риска), как соотношение ЗИ/ОР. 

Фармакологические инструменты. В экспериментах с моделированием гипоксического 

прекондиционирования фармакологические агенты вводили внутривенно (за исключением S-

метилтиомочевины) за 15 мин до гипоксического прекондиционирования, либо после завершения 

процедуры ГП, за 10 мин до ишемии.  Каждая экспериментальная группа включала 13 - 25 

животных. Блокатор вегетативных ганглиев гексаметоний хлорид вводили в дозе 10 мг/кг; 

ингибитор опиоидных рецепторов  налтрексон в дозе 2 мг/кг [Sander G.E. et al., 1989];  блокатор 

аденозиновых  рецепторов  - 8-(p-сульфофенил)теофиллин  в дозе 7,5 мг/кг [Walsh R.S. et al., 

1995]; гидрофильный тиоловый антиоксидант  n-(2-меркаптопропионил)глицин (2-МПГ; n-(2-

mercaptopropionyl)glycine; tiopronin) вводили в дозе 20 мг/кг внутривенно [Tanaka M. et al., 1994]; 

ингибитор всего пула NO-синтазы L-NAME применяли в дозе 10 мг/кг [Laude K. et al., 2003; 

Maslov L.N. et al., 2009]; ингибитор индуцибельной NO-синтазы S-метилтиомочевину вводили в 

дозе 3 мг/кг внутрибрюшинно [Jiang X. et al., 2004];  за 15 мин до ГП; ингибитор нейрональной 

NO-синтазы 7-нитроиндазол вводили внутривенно в дозе 50 мг/кг [Frаdorf J. et al., 2010].; блокатор 

АТФ-зависимых К
+
-каналов глибенкламид вводили в дозе 0,3 мг/кг [Schultz J.J.et al., 1997]; 

блокатор митохондриальных АТФ-зависимых К
+
-каналов 5-гидроксидеканоат в дозе 5 мг/кг 

внутривенно [Schultz J.J.et al., 1997]; блокатор сарколеммальных К
+

АТФ-каналов HMR 1098 

(Clamikalant sodium) в дозе 10 мг/кг внутривенно [Zhu B.M. et al., 2003]. 
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Рисунок 2  Дизайн исследования гипоксического прекондиционирования. 

А – исследование триггерного механизма ГП; 

Б – исследование медиаторного механизма ГП; 

В – исследование участия активных форм кислорода в триггерном механизме ГП. 

Примечание -  В качестве контроля использовали животных, которых не подвергали 

гипоксическому прекондиционированию. Каждая экспериментальная группа включала 15 

животных 
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Определение содержания активных форм кислорода в ткани миокарда. Миокард крыс 

иссекали непосредственно после окончания прекондиционирования, промывали через аорту 

холодным буфером, содержащим 137 mM NaCl, 20 mM Tris, рН 7,4, отсекали 100-150 мг ткани из 

области левого желудочка  и немедленно гомогенизировали в 1,5 мл того же буфера. Образцы 

центрифугировали 5’ при 1000g, +4С. Надосадок собирали, быстро замораживали и хранили в 

жидком азоте до 30 дней. Для определения содержания активных форм кислорода к пробе 

добавляли  25 мкМ 2’,3’дигидродихлорфлуоресцеина диацетата (Sigma), инкубировали  30 мин 

при 37С и измеряли флуоресценцию при динах волн возбуждения/поглощения ex485 nm, em538 

nm соответственно [Koltai E. et a., 2012]. Свечение 2’,3’дигидродихлорфлуоресцеина 

рассчитывали на содержание в пробе белка, которое определяли методом Бредфорда [Bradford M. 

M. 1976]. 

Методы статистической обработки результатов. Анализ данных производился с помощью 

программы STATISTICA 6.0. Для проверки гипотезы о равенстве средних для цифровых данных, 

распределение которых не соответствует нормальному, использовали критерий Манна-Уитни. 

Статистически значимыми считались различия при α<0,05. Результаты всех экспериментов 

приведены в таблицах в виде Х  SEM, где Х – среднее, SEM – стандартная ошибка среднего 

(standard error of means), n – объем анализируемой подгруппы, р – достигнутый уровень 

значимости. Статистическую обработку качественных признаков (частота возникновения 

аритмий) осуществляли с помощью критерия Пирсона 
2
. 
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3  РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1 Роль опиоидных рецепторов, протеинкиназы С, тирозинкиназ, PI3-киназы в механизме 

цитопротекторного действия хронической непрерывной нормобарической гипоксии 

Исследование цитопротекторного действия хронической непрерывной нормобарической 

гипоксии проводили в условиях моделирования аноксии  реоксигенации свежевыделенной 

культуры изолированных кардиомиоцитов. Исходное количество жизнеспособных палочковидных 

кардиомиоцитов в культуре клеток контрольной и опытной экспериментальных групп составило 

65% и 66% соответственно для контрольных крыс и группы ХННГ (Таблица 1). Этот показатель 

характеризует качество культуры кардиомиоцитов и свидетельствует о сопоставимости 

изначальных параметров клеток в экспериментальных группах. Исходный выброс 

лактатдегидрогеназы (ЛДГ) кардиомиоцитами в группе интактных и ХННГ так же не различался 

(Таблица 2).  

При моделировании 20-минутной аноксии и последующей 30-минутной реоксигенации 

кардиомиоцитов контрольных крыс количество погибших кардиомиоцитов составило 50,63  

3,63% от всего числа клеток (Таблица 1). Относительно исходной выживаемости этот показатель 

оказался равным 23%, эта величина характеризует количество клеток, погибших под влиянием 

аноксии (Рисунок 3). Процент выживших (палочковидных) кардиомиоцитов в контрольной группе 

составил 38,84  3,92%. При аноксии-реоксигенации кардиомиоцитов крыс, подвергнутых ХННГ, 

погибшими оказались 38,27  2,08% (Таблица 1), что составило 2,5% от исходно жизнеспособных 

клеток (Рисунок 3). При этом число выживших (палочковидных) кардиомиоцитов в группе ХННГ 

оказалось равным 49,78  2,34%, и было достоверно выше, чем в контрольной группе (р<0,05; 

Таблица 1). Кардиомиоциты, не окрасившиеся трипановым синим, но потерявшие палочковидную 

форму были условно обозначены как гибнущие. Количество таких клеток и их процентное 

содержание в культуре кардиомиоцитов контрольной и опытной групп при 

аноксииреоксигенации не различалось (Таблица 1). 
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Таблица 1  Показатели гибели кардиомиоцитов при аноксииреоксигенации (MSEM) 

Показатели Контроль, n=11 ХННГ, n=13 

Исходно 

Погибшие, % 29,5  2,9 27,6  3,17 

Гибнущие, % 5,9  0,8 6,3  0,9 

Палочковидные, %  64,6  3,3 66,2  3,22 

Аноксияреоксигенация 

Погибшие, % 50,63  3,63 38,27  2,08 

p1=0,005668 

Гибнущие, % 10,54  1,0 11,46  1,0 

p1=0,523945 

Палочковидные, % 38,84  3,92 49,78   2,34 

p1=0,021482 

Примечания - р - достоверность относительно интактных крыс (тест МаннаУитни); ХННГ – 

хроническая непрерывная нормобарическая гипоксия. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Контроль, n=11                                        ХННГ, n=13 

 

Рисунок 3  Гибель кардиомиоцитов при аноксии-реоксигенации (MSEM). 

Примечания -  Заштрихованный сектор – процент погибших клеток. Гибель клеток вычисляли в 

процентах относительно исходной выживаемости; * – р<0,01 достоверность относительно 

контрольных крыс, U-тест Манна-Уитни; ХННГ – хроническая непрерывная нормобарическая 

гипоксия 

 

Параллельно цитологическому исследованию выживаемости кардиомиоцитов при 

аноксииреоксигенации проводили определение выброса клетками лактатдегидрогеназы. В связи 

со значительной величиной фонового значения этого показателя, проводили параллельное 

исследование выброса ЛДГ клетками, не подвергавшимися аноксии, а инкубировавшимися в 

буфере Кребса (обозначая эти клетки термином «нормоксия»). Выброс ЛДГ этими клетками 

принимали за 100% в последующих расчетах.  

23%
2,5% *
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Выброс лактатдегидрогеназы кардиомиоцитами интактных крыс при аноксии составил 175% 

относительно «нормоксии» (Таблица 2). В группе ХННГ этот показатель составил 142%, что 

оказалось на 33% ниже, чем в кардиомиоцитах интактных крыс при аноксии (р<0,05). После 

окончания реоксигенации выброс ЛДГ кардиомиоцитами интактных крыс оказался равным 182% 

от нормоксии, в то же время в кардиомиоцитах крыс, подвергнутых ХННГ, выброс ЛДГ составил 

138% (р<0,05) (Таблица 2). Следовательно, выброс маркера повреждения лактатдегидрогеназы 

клетками миокарда крыс, подвергнутых ХННГ, ниже, чем в группе неадаптированных крыс. 

 

Таблица 2  Выброс лактатдегидрогеназы изолированными кардиомиоцитами крыс при 

аноксииреоксигенации (MSEM) 

Группа Контроль, n=11 ХННГ, n=13 

Исходно   

Выброс ЛДГ при аноксии,  

% от исходного значения 
174,65  19,57 

141,93  8,27 

p1<0,05 

Выброс ЛДГ при реоксигенации, % от 

исходного значения 
181,66  15,15 

137,76  7,94 

p1<0,025 

Примечания -  n – количество животных в группе; p1 – достоверность относительно контроля 

(tтест Стьюдента); ХННГ – хроническая непрерывная нормобарическая гипоксия 

 

Полученные факты свидетельствуют о выраженном цитопротекторном эффекте 

ХННГ, поскольку при этом экспериментальном воздействии нами было обнаружено снижение 

клеточной гибели и выброса маркеров повреждения при аноксииреоксигенации изолированных 

кардиомиоцитов.  

Выявление участия опиоидных рецепторов в формировании этой устойчивости  

проводили путем добавления одного из селективных антагонистов опиоидных рецепторов в 

инкубационную среду изолированных кардиомиоцитов перед моделированием аноксии. Как 

следует из таблицы 3 и рисунка 4, добавление антагонистов опиоидных рецепторов в среду 

инкубации кардиомиоцитов интактных (неадаптированных) крыс не вызывало достоверного 

изменения числа погибших кардиомиоцитов и выброса ЛДГ при аноксии-реоксигенации по 

сравнению с контролем.  

При инкубации кардиомиоцитов крыс группы ХННГ с антагонистом ОР налоксоном, 

число погибших клеток при аноксии-реоксигенации составило 12%, что оказалось в 5 раз выше 

аналогичного показателя в группе ХННГ без налоксона и не отличалось от группы крыс 

«интактные + налоксон» (Рисунок 4). Как показано в таблице 18, при аноксии статистически 

значимого влияния налоксона на выброс ЛДГ из кардиомиоцитов не наблюдалось. Однако при 

реоксигенации выброс ЛДГ из клеток был достоверно выше, чем в группе клеток «ХННГ» с 
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незаблокированными опиоидными рецепторами (р=0,012268) и оказался сопоставимым с этим 

показателем у интактных крыс (Таблица 3). Эти данные могут быть интерпретированы как 

отсутствие цитопротекторного эффекта ХННГ при блокаде опиоидных рецепторов. При 

добавлении в инкубационный раствор изолированных кардиомиоцитов крыс, прошедших курс 

ХННГ, селективного антагониста опиоидных рецепторов CTAP, мы наблюдали увеличение 

количества погибших клеток после аноксииреоксигенации по отношению к ХННГ (Рис. 10). При 

этом блокада опиоидных рецепторов, так же как в случае с налоксоном, не приводило к 

изменению выброса ЛДГ во время аноксии (Таблица 3). Реперфузионный выброс ЛДГ в группе 

крыс, адаптированных к хронической гипоксии, под влиянием CTAP возрастал на 40% и оказался 

сопоставимым со значениями неадаптированных животных (Таблица 3). Полученные результаты 

свидетельствуют об отсутствие цитопротекторного действия ХННГ при блокаде ОР, что 

говорит об их важной роли в изучаемом защитном эффекте. Исследование роли дельтаОР в 

формировании цитопротекторного действия ХННГ показало, что при добавлении в 

инкубационный буфер кардиомиоцитов крыс группы ХННГ селективного ингибитора ОР 

TiPP() или селективного ингибитора 2ОР налтрибена приводит к увеличению процента 

погибших клеток и выброса лактатдегидрогеназы после окончания реоксигенации по сравнению с 

клетками группы ХННГ, подвергнутыми аноксииреоксигенации без антагонистов ОР (Рисунок 4, 

Таблица 3). На содержание ЛДГ в инкубационном буфере, взятом после аноксии, эти антагонисты 

ОР не повлияли (Таблица 3). Вместе с тем, можно видеть, что селективная блокада 1ОР 

препаратом BNTX не изменяло выживаемость кардиомиоцитов и содержание ЛДГ при аноксии и 

реоксигенации у адаптированных к гипоксии крыс (Рисунок 4, Таблица 3). Полученные данные 

свидетельствуют о том, что 2ОР принимают опосредующее участие в цитопротекторном 

действии ХННГ. 
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Рисунок 4  Гибель кардиомиоцитов при аноксии реоксигенации (M ± SEM). 

Примечание - гибель клеток представлена в % к исходной выживаемости. ХННГ  хроническая непрерывная нормобарическая 

гипоксия; * р<0,05  относительно контрольных клеток интактных крыс; #  р<0,05   относительно контрольных клеток крыс после 

ХННГ (тест МаннаУитни). Все препараты добавляли за 25 минут до начала аноксии
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Таблица 3  Выброс лактатдегидрогеназы изолированными кардиомиоцитами крыс при аноксии и 

реоксигенации (MSEM) 

Группа  Аноксия Реоксигенация 

 

Интактные n=11 ХННГ 

n=13 

Интактные n=11 ХННГ 

n=13 

Контроль 

 
174,65  19,57 

141,93  8,27 

p1=0,025317 
181,66  15,15 

137,76  7,94 

p1=0,019413 

Налоксон  

300 нM  

188,18  15,23 

p1=0,721116 

 

158,11  11,60 

p2=0,166790 

p3=0,125742 

181,75   13,5 

p1=0,771269 

172,96  9,84 

p2=0,012268 

p3=0,65245 

CTAP  

100 нM  

153,62  7,29 

p1=0,193964 

152,87  10,55 

p2=0,210490 

p3=0,953172 

164,05   9,4 

p1=0,425615 

176,63  13,75 

p2=0,027730 

p3=048109 

TiPP()   

30 нM   

162,19  14,03 

p1=0,398820 

170,42  9,70 

p2=0,194250 

p3=0,887626 

181,73    15,99 

p1=0,925902 

171,28   13,69 

p2=0,041043 

p3=0,636649 

Налтрибен  

1 нM  

175,49  16,39 

p1=0,509630 

165,58  10,67 

p2=0,401624 

p3=0,601339 

170,76   10,49 

p1=0,601884 

177,92   13,08 

p2=0,019159 

p3=0,678389 

BNTX  

1 нM  

186,88  16,72 

p1=0,663013 

160,46  10,91 

p2=0,292148 

p3=0,183813 

180,9   11,67 

p1=0,875369 

160,07   10,54 

p2=0,112626 

p3=0,206925 

Норбинал 

торфимин 

3 нM  

176,85  8,37 

p1=0,566122 

156,92  7,57 

p2=0,106276 

p3=0,110343 

174,86   19,76 

p1=0,942571 

158,75   8,34 

p2=0,085661 

p3=0,402944 

Примечания - Содержание лактатдегидрогеназы выражено в процентах к параллельному 

нормоксическому контролю. ХННГ  хроническая непрерывная нормобарическая гипоксия; p1  

относительно контрольных клеток интактных крыс; p2  относительно контрольных клеток крыс 

после ХННГ; p3  относительно соответствующего препарата в группе интактных крыс. Все 

препараты добавляли за 25 минут до начала аноксии. n  количество животных в группе 
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Проведенные исследования показали, что цитопротекторный эффект, наблюдаемый 

после курса хронической непрерывной нормобарической гипоксии, зависит от активации 

опиоидных рецепторов. В этот процесс оказываются вовлеченными опиоидные рецепторы  и 

2субтиов.  

Следующим этапом  исследования стало выявление внутриклеточного сигнального 

механизма, активация которого способствует повышению устойчивости кардиомиоцитов к 

ишемическомуреперфузионному повреждению при ХННГ. Было выдвинуто предположение, что 

этот внутриклеточный механизм может быть сходным с сигнальным механизмом, опосредующим 

кардиопротекторное действие агонистов опиоидных рецепторов.  

В настоящее время принято считать, что стимуляция опиоидных рецепторов через Gi/o-

белки приводит к активации каскада протеинкиназ, которые обеспечивают внутриклеточный 

сигналлинг [Williams-Pritchard G. et al., 2011]. В работах последних лет приводятся убедительные 

данные о том, что важным опосредующим звеном между опиоидными рецепторами, 

сопряженными с ними Gi/o-белками и протеинкиназами является трансактивация 

(гетеродимеризация) ОР с EGFR-рецептором (рецептор к эндотелиальному фактору роста) [Förster 

K. et al., 2007]. Внутриклеточным сигнальным ферментом EGFR-рецептора, опосредующим 

защитный эффект опиоидов, являются рецепторные тирозинкиназы (Srcкиназы) [Bełtowski J., 

Jazmroz-Wiśniewska A. 2014]. Существуют доказательства участия протеинкиназы PI3 

(phosphatidylinositol 3) в формировании кардиопротекторного эффекта опиоидов [Маслов Л. Н. и 

др., 2013a]. В ряде исследований было показано, что в реализации инфаркт-лимитирующего и 

антиапоптотического эффектов агонистов опиоидных рецепторов принимают участие 

протеинкиназа С (ПКС) [Маслов Л. Н. и др., 2013a]. Эти данные позволяют нам предполагать, что 

кардиопротекторный эффект ХННГ может  быть реализован через внутриклеточный сигнальный 

механизм, включающий тирозинкиназы, PI3киназу и протеинкиназу С. Важно отметить, что 

сходные сигнальные механизмы могут реализовывать кардиопротекторный эффект ишемического 

пре и посткондиционирования [Маслов Л.Н. и др. 2013a,b]. В связи с вышеизложенным, 

дальнейшие эксперименты были направлены на подтверждение предположения о том, что 

цитопротекторный эффект ХННГ может быть реализован через активацию тирозинкиназ, PI3-

киназны и протеинкиназы С.  

Ранее обнаружено, что кардиопротекторный эффект ишемического и 

фармакологического прекондиционирования реализуется через активацию Src/EGFR-

тирозинкиназ [Ping P, et al., 1999; Williams-Pritchard G. et al., 2011]. В связи с этим наше внимание 

было направлено на исследование роли тирозинкиназ в формировании цитопротекторного 

действия хронической непрерывной нормобарической гипоксии. Изучение роли этих ферментов 
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было проведено путем оценки проявления указанных защитных эффектов при блокаде всего пула 

тирозинкиназ генистеином [Fryer R.M. et al., 1999]. 

Ранее указывалось, что гибель клеток при аноксииреоксигенации изолированных 

кардиомиоцитов крыс значительно снижена, если клетки миокарда были выделены у крыс, 

подвергнутых адаптации к гипоксии (Рисунок 3, таблица 1). Так, гибель кардиомиоцитов 

интактных крыс при аноксииреоксигенации составила 17,23  2,50%, в то время как в группе 

ХННГ этот показатель оказался равным 6,76  0,92% (Табл. 4). Инкубация кардиомиоцитов крыс 

группы ХННГ с ингибитором тирозинкиназ генистеином приводила к достоверному возрастанию 

гибели клеток при аноксииреоксигенации до 19,0  2,55% (Таблица 4). При этом выживаемость 

кардиомиоцитов интактных крыс под влиянием генистеина достоверно не изменялась (Таблица 4). 

 

Таблица 4  Гибель кардиомиоцитов при аноксии реоксигенации (M ± SEM) 

Группа животных Контроль Генистеин, 5 мкМ/л 

Неадаптированные крысы, n=6 17,23  2,50 14,4  2,98 

ХННГ, n=10 
6,76  0,92 

р1=0,02676 

19,0  2,55 

р2=0,000285 

Примечание - Гибель клеток выражена в процентах от исходной выживаемости. ХННГ  

хроническая непрерывная нормобарическая гипоксия. Генистеин добавляли в инкубационный 

буфер за 25 минут до начала аноксии. р1  достоверность относительно неадаптированных крыс; 

Р2  относительно группы ХННГ (тест МаннаУитни).  

 

Выброс лактатдегидрогеназы из изолированных кардиомиоцитов крыс, подвергнутых 

адаптации к хронической гипоксии, при моделировании аноксии и последующей реоксигенации 

был ниже, чем в группе неадаптированных животных на 17% (Таблица 5) В том случае, если 

клетки миокарда крыс группы «ХННГ» инкубировали с ингибитором тирозинкиназ генистеином, 

выброс ЛДГ при последующей аноксии и реоксигенации оказался ниже, чем у животных группы 

«ХННГ» без блокады тирозинкиназ на 25% и был сопоставим с этим показателем 

неадаптированных крыс (Таблица 5). 

Таким образом, наши исследования показали, что цитопротекторный эффект ХННГ в 

отношении аноксииреоксигенации изолированных кардиомиоцитов так же не был обнаружен 

при блокаде тирозинкиназ (Таблица 4). Эти данные однозначно свидетельствует о важной роли 

тирозинкиназ в защитном эффекте ХННГ. 
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Таблица 5  Выброс лактатдегидрогеназы изолированными кардиомиоцитами крыс при аноксии и 

реоксигенации (MSEM) 

Группа  Аноксия Реоксигенация 

Интактные n=6 ХННГ 

n=10 

Интактные n=6 ХННГ 

n=10 

Контроль 

 
199,5  13,12 

168,88  6,46 

р1=0,041209 
217,71  12,96 

189,59 13,30 

р1=0,049 

Генистеин  

5 мкМ/л 
185,46  13,73 

209,1  19,55  

р2=0,048 
225,57 18,57 

251,9 12,76  

р2=0,004224 

Примечание - Выброс ЛДГ выражен в процентах к параллельному нормоксическому контролю. 

ХННГ  хроническая непрерывная нормобарическая гипоксия. р1  достоверность относительно 

неадаптированных крыс; Р2  относительно группы ХННГ (tтест Стьюдента). Генистеин 

добавляли в инкубационный буфер за 25 минут до начала аноксии. n  количество животных в 

группе 

 

 Инкубация клеток в растворе ингибитора PI3киназы вортманнина не приводила к 

статистически значимому изменению количества погибших кардиомиоцитов при моделировании 

аноксииреоксигенации, то есть не повлияла на выживаемость кардиомиоцитов как в группе 

интактных крыс, так и у крыс после курса ХННГ (Таблица 6) 

 

Таблица 6  Гибель кардиомиоцитов при аноксии реоксигенации (M ± SEM) 

Группа животных Контроль Вортманнин, 100 нМ/л 

Неадаптированные крысы, n=6 17,23  2,50 
14,35  2,9 

р1=0,405 

ХННГ, n=10 
6,76  0,92 

р1=0,02676 

10,52  1,91 

р2=0,128 

Примечание - Гибель клеток выражена в процентах от исходной выживаемости. ХННГ  

хроническая непрерывная нормобарическая гипоксия. Вортманнин добавляли в инкубационный 

буфер за 25 минут до начала аноксии. р1  достоверность относительно неадаптированных крыс; 

Р2  относительно группы ХННГ (тест МаннаУитни)  

 

Добавление в инкубационную среду клеток ингибитора PI3киназы вортманнина не 

изменило содержания ЛДГ в среде инкубации у крыс, адаптированных к ХННГ, ни при аноксии, 

ни при реоксигенации (Таблица 7).  
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Таблица 7  Выброс лактатдегидрогеназы из изолированных кардиомиоцитов крыс при аноксии и 

реоксигенации (MSEM) 

Группа  Аноксия Реоксигенация 

Интактные n=8 ХННГ, n=10 Интактные n=8 ХННГ, n=10 

Контроль 

 
206,87  13,54 

171,43  6,32 

р1=0,021 
217,71  12,96 

189,59 13,30 

р1=0,049 

Вортманнин 100 

нМ/л 

226,79  16,12 

р1 n.s. 

193,99  11,3 

р2 n.s. 
233,88  19,78 204,57  10,76 

Примечание - Выброс ЛДГ выражен в процентах к параллельному нормоксическому контролю. 

ХННГ  хроническая непрерывная нормобарическая гипоксия. р1  достоверность относительно 

неадаптированных крыс; Р2  относительно группы ХННГ (tтест Стьюдента). Вортманнин 

добавляли в инкубационный буфер за 25 минут до начала аноксии. n  количество животных в 

группе 

 

На основании полученных данных мы можем сделать вывод о том, что PI3киназа не 

участвует в реализации цитопротекторного эффекта ХННГ. Эти данные противоречат имеющимся 

в литературе сведениям о том, что этот фермент реализует кардиопротекторный эффект 

ишемического прекондиционирования и опиоидов [Qin Q, et al., 2003; Cao Z. et al., 2005b]. На 

основании проведенного исследования мы можем предполагать, что в механизмах реализации 

кардиопротекторного эффекта ХННГ и ишемического прекондиционирования существуют 

значительные различия. 

Добавление в инкубационный раствор кардиомиоцитов перед моделированием аноксии 

ингибитора протеинкиназы С хелеритрина, гибель кардиомиоцитов оказалась равной 13,97 ± 0,95, 

что оказалось выше, чем в группе адаптированного контроля в 2 раза и было сопоставимо с 

показателем группы неадаптированных крыс (Табл. 8). Эти результаты подтверждаются данными 

о содержании лактатдегидрогеназы в инкубационном буфере. Оказалось, что выброс ЛДГ 

клетками крыс, прошедших курс ХННГ, при реоксигенации оказался на 15% ниже, чем в 

контрольной группе (Таблица 9). Инкубация кардиомиоцитов крыс группы «ХННГ» с 

хелеритрином приводило к повышению выброса ЛДГ до уровня интактных животных (Таблица 9).  

Вместе с тем, как можно видеть в таблице 8, количество жизнеспособных 

кардиомиоцитов в группе «ХННГ+хелеритрин» статистически значимо не отличалось от 

количества жизнеспособных клеток в группе «ХННГ». Следовательно, хелеритрин не повлиял на 

выживаемость клеток при аноксииреоксигенации в этой группе. Этот факт на первый взгляд 

кажется парадоксальным, однако следует обратить внимание на то, что в данной группе крыс 

процент гибнущих клеток составил лишь 5,15% против 12,47% в группе «ХННГ» (р=0,025. 

Таблица 8). Следовательно, высокая выживаемость в данном случае была обусловлена снижением 
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процента гибнущих клеток. Таким образом, блокада протеинкиназы С приводила к ускорению 

гибели чувствительных к аноксии клеток.  

Известно, что протеинкиназа С представлена в кардиомиоцитах несколькими субтипами. 

Наибольшее внимание исследователей привлекает субтип протеинкиназы С, доказано его 

участие в реализации кардиопротекторного действия ишемического посткондиционирования 

[Маслов Л.Н. и др., 2013b] и хронической гипобарической гипоксии [Hlavackova M. et al., 2010]. 

Проведение исследований in vitro позволило нам изучить роль С в цитопротекторном действии 

хронической непрерывной нормобарической гипоксии. Обнаружено, что инкубация 

кардиомиоцитов адаптированных крыс с ингибитором протеинкиназы С роттлерином приводит к 

увеличению гибели клеток при последующей аноксииреоксигенации с 6,76  0,92% до 17,82  

2,22% (Таблица 8). При этом показатели выживаемости кардиомиоцитов оказываются 

сопоставимыми с выживаемостью клеток крыс неадаптированного контроля (Таблица 8). Этот 

факт свидетельствует о полном отсутствии цитопротекторного действия ХННГ при блокаде 

протеинкиназы С.  Как можно видеть в таблице 8, добавление ингибитора протеинкиназы С в 

инкубационную среду клеток неадаптированных крыс не повлияло на выживаемость 

кардиомиоцитов при аноксииреоксигенации.  

Данные цитологического исследования были подтверждены биохимическими 

показателями. Выброс лактатдегидрогеназы изолированными кардиомиоцитами крыс при 

реоксигенации в группе «ХННГ+роттлерин» был на 18% выше, чем в группе «ХННГ» и оказался 

сопоставимым с уровнем неадаптированного контроля (Таблица 9). Следовательно, мы можем 

заключить, что блокада протеинкиназы С устраняет цитопротекторное действие адаптации к 

хронической нормобарической гипоксии. 
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Таблица  8  Выживаемость изолированных кардиомиоцитов при аноксии реоксигенации 

(MSEM) 

 Интактные крысы, n=8 ХННГ, n=10 

Погибшие клетки, % 

Контроль 16,5  2,29 
6,76  0,92 

р1=0,0019 

Хелеритрин 10 мкМ/л 
15,41  3,5 

р1 > 0,05 

13,97  0,95 

р2=0,0072 

Роттлерин 1 мкМ/л 
12,17  2,62 

р1 > 0,05 

17,82  2,22 

р2=0,011 

Гибнущие клетки, % 

Контроль 11,23  1,65 
12,47  2,11 

р1 > 0,05 

Хелеритрин 10 мкМ/л 
11,1  2,29 

р1 > 0,05 

5,15  1,49 

р2=0,025 

Роттлерин 1 мкМ/л 
10,57  1,84 

р1 > 0,05 

14,24  2,19 

р2 > 0,05 

Жизнеспособные клетки, % 

Контроль 72,82  3,29 
81,25  1,8 

р1=0,049 

Хелеритрин 10 мкМ/л 
77,47  2,44 

р1 > 0,05 

82,26  1,62 

р1=0,012 

р2 > 0,05 

Роттлерин 1 мкМ/л 
76,71  3,66 

р1 > 0,05 

66,1  2,72 

р1 > 0,05 

р2=0,001152 

Примечание - Гибель клеток представлена в процентах от исходных значений. ХННГ  

хроническая непрерывная нормобарическая гипоксия; р1  относительно контрольных клеток 

интактных крыс; р2   относительно контрольных клеток крыс после ХННГ, Uтест 

МаннаУитни. Все препараты добавляли за 25 минут до начала аноксии 
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Таблица 9  Выброс лактатдегидрогеназы изолированными кардиомиоцитами крыс при 

аноксииреоксигенации (MSEM) 

Группа животных Аноксия Реоксигенация 

Интактные, n=8 215,72  11,83 218,54  17,74 

ХННГ, n=10 149,05  2,45   р1=0,025 186,08  11,56  р1=0,049 

Хелеритрин , n=8 191,12  15,64  р1>0,05 205,2  19,31    р1>0,05 

Хелеритрин + ХННГ, n=10 173,87  21,48  р2>0,05 238,25  19,32  р2=0,035 

Роттлерин, n=8 211,25  25,17  р1>0,05 224,3  7,95      р1>0,05 

Роттлерин + ХННГ, n=10 168,83  14,96  р2>0,05 220,51  10,06  р2=0,044 

Примечани -:Выброс ЛДГ выражен в процентах к параллельному нормоксическому контролю. 

ХННГ  хроническая непрерывная нормобарическая гипоксия. Р1  достоверность относительно 

неадаптированных крыс; р2  относительно группы ХННГ (tтест Стьюдента). Хелеритрин (10 

мкМ/л) и роттлерин (1 мкМ/л) добавляли в инкубационный буфер за 25 минут до начала аноксии. 

n  количество животных в группе  

 

Проведенные исследования показали важную роль протеинкиназы С в реализации 

цитопротекторного действия хронической непрерывной нормобарической гипоксии. В научной 

литературе имеются сведения о противоположной функции различных изоформ ПКС при 

формировании защитных эффектов ИП [Ping P. et al., 1997; Churchill E.N., Mochly-Rosen D. 2007]. 

Одними авторами показано, что ИП приводит к активации ПКС [Ping P. et al., 1997; Liu H. et al., 

2001], которая играет важную роль при формировании кардиопротекторного эффекта этого 

адаптирующего воздействия [Churchill E.N. et al., 2010, Gray M.O. et al., 1997; Ping P. et al., 2002]. 

В то же время эксперименты с «нокаутированными» по гену ПКС мышами показали, инфаркт-

лимитирующий эффект ИП у таких животных не формируется [Mayr M. et al., 2004]. При 

исследовании участия изоформ ПКС в реализации инфарктлимитирующего действия 

хронической прерывистой гипобарической гипоксии было обнаружено, что при блокаде ПКС 

протекторное действие такой адаптации не проявляется [Neckar J. et al., 2005; Hlavackova M et al., 

2010]. Наше исследование показало важную роль протеинкиназы С в цитопротекторном 

действии ХННГ.  
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3.2. Значение вегетативной нервной системы, опиоидных рецепторов, аденозиновых 

рецепторов, активных форм кислорода, К
+

АТФ-каналов и NO-синтазы в триггерном и медиаторном 

механизме инфаркт-лимитирующего действия раннего ГП. 

3.2.1 Инфаркт-лимитирующий эффект раннего гипоксического прекондиционирования 

Экспериментальная коронароокклюзия во всех исследованиях приводила к образованию 

области гипоперфузии (область риска), составляющей 48-55% от массы левого желудочка 

(Рисунок 5). Часть ткани миокарда этой зоны оказывалась некротизированной (зона некроза). 

Соотношение  «зона некроза/область риска» (ЗН/ОР) принимали за размер инфаркта миокарда при 

ишемии-реперфузии. В наших исследованиях острая коронароокклюзия и последующая 

реперфузия у контрольных крыс вызывали развитие некроза миокарда, составляющего 58,7±1,5% 

от размера области риска (Таблица 10). В группе крыс, которым коронароокклюзию-реперфузию 

моделировали после гипоксического прекондиционирования (ГП), это соотношение составляло 

41,8±1,8%, * p<0,001  (Таблица 10). Следовательно, ГП обладает значительным инфаркт-

лимитирующим эффектом in vivo, что выражается в уменьшении  соотношения ЗН/ОР (Таблица 

10).  

 

 

Рисунок 5  Некроз миокарда при экспериментальной коронароокклюзии-реперфузии. 
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Таблица 10  Влияние гипоксического прекондиционирования на размер инфаркта у крыс при 

коронароокклюзии-реперфузии (M±SEM) 

 Масса ЛЖ, 

мг 

Зона 

нормальной 

перфузии, мг 

Область 

риска, 

мг 

Зона 

некроза, 

мг 

Индекс 

ЗН/ОР, % 

Контроль 

(n=14) 

 

587,4±8,7 

 

304,4±5,0 

 

283,1±6,8 

 

165,4±3,6 

 

58,7±1,5 

ГП 

(n=14) 

 

597,3±6,6 

 

306,5±2,9 

 

291,8±5,1 

       * 

122,2±6,1 

      * 

41,8±1,8 

Примечание - ГП  - гипоксическое прекондиционирование; ЗН – зона некроза; ОР – область риска; 

* p<0,001 – статистически значимые отличия по отношению к контролю 

 

 

3.2.2 Значение вегетативной нервной системы в формировании инфаркт-лимитирующего эффекта 

раннего гипоксического прекондиционирования. 

Повышение тонуса симпатоадреналовой системы (САС) является неотъемлемой 

составляющей патогенеза острого инфаркта миокарда и вносит значимый вклад в усугубление 

этой патологии. Активация САС сопровождается повышением содержания  катехоламинов в 

крови, активация клеточной  аденилатциклазы,  увеличения  уровня цАМФ в кардиомиоцитах, 

повышение внутриклеточного Са
2+

i, что приводит к активации липаз, фосфолипаз, усилению 

перекисного окисления липидов (ПОЛ) и увеличению энергетических потребностей клетки 

[Меерсон Ф. З., 1984].  Доказано, что выделение катехоламинов, наблюдаемое во время ишемии, 

усиливает ишемическое повреждение миокарда [Lubbe W.F. et al., 1992]. Вместе с тем, на основе 

предварительных данных, можно предполагать участие симпатоадреналовой системы в процессе 

запуска или формирования адаптации организма к неблагоприятным воздействиям [Меерсон Ф.З., 

Пшенникова М.Г., 1988]. Эти предпосылки позволили нам предположить, что ВНС может 

являться триггером или медиатором ГП.  

Участие ВНС в реализации инфаркт-лимитирующего действия ГП оценивали по 

проявлению данного эффекта в присутствии блокатора периферических ганглиев гексаметония 

хлорида. Гексаметоний хлорид вводили животным за 15 минут до моделирования ГП либо после 

окончания ГП за 10 мин до коронароокклюзии. 

 Как следует из Рис. 6, предварительное введение гексаметония хлорида не увеличивало 

размер некроза миокарда при коронароокклюзии-реперфузии, то есть не влияло   на развитие 

инфаркт-лимитирующего эффекта ГП. Аналогичные результаты получены и в случае, когда 

ганглиоблокатор применяли после прекращения адаптационного воздействия (Рисунок 6). 
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Полученные результаты свидетельствуют о том, что вегетативная нервная система не 

участвует в формировании защитного эффекта раннего ГП при коронароокклюзии-реперфузии. 
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Рисунок 6  Влияние гексаметония хлорида на размер инфаркта у крыс, подвергнутых 

гипоксическому прекондиционированию (M±SEM). 

Примечание - ЗН/ОР – отношение зоны некроза к области риска; ГП – раннее гипоксическое 

прекондиционирование; гексаметоний вводили в дозе 10 мг/кг за 15 мин до ГП, либо после ГП за 

10 мин до ишемии; *p < 0,05 – уровень значимости различий по отношению к контролю 
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3.2.2 Исследование участия опиоидных и аденозиновых рецепторов в триггерном и 

медиаторном  механизме формирования инфаркт-лимитирующего эффекта раннего 

гипоксического прекондиционирования.  

Ранее установлено, что кардиальные рецепторы к опиоидам и аденозину играют важную роль в 

развитии кардиопротекторного эффекта ишемического прекондиционирования, сходного по 

механизмам реализации и гипоксическим прекондиционированием [Tsuchida A. et al., 1992; 

Schultz J. et al., 1997; Miki T. et al., 1998; Cohen M. V. et al., 2000; Lankford A. R. et al., 2006]. Рядом 

работ показано участие опиоидных и аденозиновых А2-рецепторов в сигналинге кардиопротекции 

при гипоксическом прекондиционировании, однако эти исследования были проведены  in vitro, на 

модели изолированного сердца крысы или кролика [Yabe K. et al., 1995; Walsh R. S. et al., 1995; 

Tani M. et al., 1998; Nojiri M. et al., 1999]. Таким образом, остается не выясненным, участвуют ли 

опиоидные и аденозиновые рецепторы в защитном действии ГП при коронароокклюзии-

реперфузии миокарда в исследовании in vivo. 

Триггерную или медиаторную роль опиоидных и аденозиновых рецепторов в формировании 

инфаркт-лимитирующего действия раннего ГП in vivo оценивали по проявлению этого эффекта 

после введения животным неселективного антагониста опиоидных рецепторов налтрексона в дозе 

2 мг/кг или неселективного блокатора аденозиновых рецепторов 8-(p-сульфофенил)теофиллина (8-

SPT) в дозе 7,5 мг/кг за 15 мин до ГП, либо после ГП – за 10 мин до коронароокклюзии 

соответственно.  

Инфаркт-лимитирующей эффект ГП проявлялся в снижении размера некроза миокарда после 

45 мин ишемии и 120 мин реперфузии с 58% (от размера зоны риска) в контрольной группе 

(непрекондиционированные животные) до 35% в группе ГП, то есть на 40%. Введение антагониста 

опиоидных рецепторов налтрексона как до моделирования ГП, так и перед началом ишемии 

миокарда, не изменяло размер некроза миокарда при коронароокклюзии-реперфузии по 

сравнению с животными, подвергнутыми ГП (Рисунок 7).  Блокатор аденозиновых  рецепторов 8-

SPT не устранял инфаркт-лимитирующий эффект ГП, как при введении за 15 мин до начала 

моделирования ГП (размер некроза миокарда составлял 36% от зоны риска), так и в случае, когда 

8-(p-сульфофенил)теофиллин применяли после адаптационного воздействия (размер некроза 36%) 

(Рисунок 8).  
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Рисунок 7 – Влияние блокатора опиоидных рецепторов налтрексона на размер инфаркта у крыс, 

подвергнутых гипоксическому прекондиционированию (M±SEM). 

Примечание - ГП – раннее гипоксическое прекондиционирование; ЗН/ОР – отношение зоны 

некроза к области риска; налтрексон применяли в дозе 2 мг/кг, внутривенно за 15 мин до ГП, либо 

после ГП за 10 мин до коронароокклюзии; *p < 0,05 – уровень значимости различий 
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Рисунок 8 – Влияние блокатора аденозиновых рецепторов 8-(p-сульфофенил) теофиллина на 

размер инфаркта у крыс, подвергнутых гипоксическому прекондиционированию (M±SEM). 

Примечание - ГП – раннее гипоксическое прекондиционирование; ЗН/ОР – отношение зоны 

некроза к области риска; 8-SPT  8-(p-сульфофенил)теофиллин применяли в дозе 7,5 мг/кг, 

внутривенно за 15 мин до ГП, либо после ГП за 10 мин до коронароокклюзии; *p < 0,05 – уровень 

значимости различий 

 

При этом ингибирование опиоидных или аденозиновых рецепторов у 

непрекондиционированных крыс не повлияло размер некроза миокарда, налтрексон или 8-(p-
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сульфофенил)теофиллин в использованных дозировках не обладали выраженным инфаркт-

лимитирующим эффектом (Рисунок 7, 8). На основании приведенных данных мы можем 

заключить, что опиоидные и аденозиновые рецепторы не принимают участие в триггерном или 

медиаторном механизмах формирования инфаркт-лимитирующего эффекта раннего ГП.  

 

3.2.4 Участие активных форм кислорода в триггерном и медиаторном механизмах 

формировании инфаркт-лимитирующего эффекта гипоксического прекондиционирования. 

Несмотря на устоявшееся мнение о том, что активные формы кислорода, образующиеся 

в миокарде при ишемии-реперфузии, усугубляют повреждение кардиомиоцитов [Misra M. et al., 

2009; Raedschelders K. et al., 2012;  Zhou T. et al., 2015], в последние годы появился ряд работ, в 

которых обнаружена важная триггерная роль АФК в запуске адаптационных реакций. Так, 

установлено, что АФК выполняют триггерную функцию сигнальном механизме ишемического 

прекондиционирования [Yellon D.M. и Downey J.M., 2003]. Важная роль АФК в реализации 

кардиопротекторного эффекта ГП показана в экспериментах Vanden Hoek и соавт. на 

изолированных кардиомиоцитах цыпленка [Vanden Hoek T.L. et al., 1998] и Gong и соавт. [Gong 

K.Z. et al., 2004], выполнявших эксперименты на изолированных неонатальных кардиомиоцитах 

крысы. В этих исследованиях выявлено увеличение продукции АФК в кардиомиоцитах при 

моделировании ГП [Vanden Hoek T.L. et al., 1998], а так же предупреждение цитопротекторного 

действия ГП в присутствии антиоксиданта 2-меркаптопропионил глицина  [Vanden Hoek T.L. et al., 

1998; Gong K.Z. et al., 2004]. Однако участие АФК в механизме запуска или реализации инфаркт-

лимитирующего действия ГП оставалась неисследованной.  

Для оценки роли АФК в протекторном действии ГП исследовали содержание активных 

форм кислорода в ткани миокарда по флуоресценции 2,3-дигидродихлорфлуоресцеина, оценивали 

инфаркт-лимитирующее действие ГП при введении гидрофильного тиолового антиоксиданта 2-

меркаптопротпаонил глицина (2-МПГ) за 15 мин до моделирования ГП и после окончания 

процедуры ГП, за 10 мин до ишемии. 

Результаты исследования показали двукратное возрастание АФК в ткани миокарда после 

1 сеанса гипоксии-реоксигенации животного (Рис. 9). Высокий уровень АФК сохранялся после 3 

сеанса ГП, однако оказался снижен практически до интактных значений по окончании 6 сеанса 

прекондиционирования (Рисунок 9). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vanden%20Hoek%20TL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vanden%20Hoek%20TL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gong%20KZ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gong%20KZ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vanden%20Hoek%20TL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vanden%20Hoek%20TL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gong%20KZ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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Рисунок 9  Содержание активных форм кислорода в ткани миокарда крыс в динамике проведения 

гипоксического прекондиционирования (M±SEM). 

Примечания - ГП – раннее гипоксическое прекондиционирование;  * - р<0,01 достоверность 

относительно интактных крыс. 2-МПГ   n-(2-меркаптопропионил)-глицин, вводили в дозе 20 

мг/кг внутривенно за 15 минут до ГП 

 

Поскольку данные литературы свидетельствуют о кардиопротекторных свойствах 

антиоксидантов [Чернявский А.М. и др., 1996], перед применением 2-МПГ нами был исследован 

его возможный инфаркт-лимитирующий эффект у интактных крыс. Как показано в Таблице 11, в 

используемой нами дозе 2-МПГ не влиял на размер инфаркта. В то же время мы выявили 

выраженное антиоксидантное действие 2-МПГ, введение этого препарата до моделирования ГП 

предупреждало образование АФК в ткани миокарда (Рисунок 9). 

 

Таблица 11  Влияние n-(2-меркаптопропионил)-глицина на размер инфаркта интактных крыс  

(M±SEM) 

Серия n 
Масса сердца, 

мг 

Зона риска,  

мг 

Зона некроза, 

мг 
ЗН/ОР (%) 

Контроль 15 1273 ± 5,6 600 ±4 306 ± 2,4 50,5 ± 2.3 

2-МПГ (20 мг/кг) 14 1289 ± 4,5 706 ± 5,6 360 ± 3 51,5 ± 2,6 

 

Примечание - 2-МПГ   n-(2-меркаптопропионил)-глицин  вводили в дозе 20 мг/кг внутривенно 

за 10 мин до коронароокклюзии. Достоверные отличия между группами отсутствуют (u=95,00; 

p=0,66) 

 

Моделирование коронароокклюзии-реперфузии у крыс, подвергнутых ГП, приводило к 

формированию меньшего размера инфаркта, чем у контрольных животных. Этот инфаркт-
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лимитирующий эффект не наблюдали, если перед ГП крысам вводили антиоксидант  2-МПГ 

(Рисунок 10). Однако, если 2-МПГ был введен после завершения процедуры ГП, инфаркт-

лимитирующее действие ГП сохранялось. Полученные данные свидетельствуют о том, что 

выработка кардиомиоцитами АФК является триггерным, но не медиаторым звеном механизма 

инфаркт-лимитирующего действия раннего ГП.  
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Рисунок 10  Влияние n-(2-меркаптопропионил)-глицина на размер инфаркта у крыс, повергнутых 

гипоксическому прекондиционированию  (M±SEM). 

Примечание - 2-МПГ   n-(2-меркаптопропионил)-глицин, вводили в дозе 20 мг/кг внутривенно за 

15 минут до ГП или за 10 минут до коронароокклюзии  
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3.3.5 Участие различных изоформ NO-синтазы в формировании феномена раннего 

гипоксического прекондиционирования. 

Значение NO-синтазы и ее отдельных субтипов в инфаркт-лимитирующем эффекте ГП 

оценивали по проявлению инфаркт-лимитирующего действия ГП при ингибировании всего пула 

NO-синтазы, используя препарат L-NAME в дозе 10 мг/кг (Рисунок 11), либо при блокировании 

индуцибельной изоформы NO-синтазы препаратом S-метилтиомочевины сульфатом, либо  

эндотелиального пула препаратом 7-нитронидазол (Рисунок 12). 

Установлено, что при введении ингибитора NO-синтазы L-NAME за 15 мин до моделирования 

ГП, размер некроза миокарда после перенесенной ишемии-реперфузии оказался большим на 

42,8%, по сравнению с группой животных, подвергнутых ГП без блокирования NO-синтазы 

(Рисунок 11).  Ингибирование NO-синтазы с помощью введения L-NAME после ГП за 10 мин до 

ишемии не предупреждало формирование защитного эффекта (Рисунок 11). Эти результаты 

позволяют считать, что NO-синтаза является триггерным, но не медиаторным звеном механизма 

формирования инфаркт-лимитирующего действия ГП. 
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Рисунок 11  Влияние ингибитора NO-синтазы L-NAME на размер инфаркта крыс, подвергнутых 

гипоксическому прекондиционированию (M±SEM). 

Примечание - Контроль – острая коронароокклюзия (45 мин) и реперфузия (120 мин); ГП – раннее 

гипоксическое прекондиционирование;  L-NAME в дозе 10 мг/кг вводили внутривенно либо за 15 

мин до ГП, либо после адаптации за 10 мин до коронароокклюзии-реперфузии; *p < 0,05 – 

статистически значимые отличия по отношению к контролю; # p < 0,05 – статистически значимые 

отличия по отношению к группе ГП 

 

Известно, что NO-синтаза представлена в организме несколькими субтипами, 

исследование участия которых в инфаркт-лимитирующем действии ГП явилось целью наших 

следующих экспериментов. Селективное ингибирование индуцибельной изоформы NO-синтазы 

препаратом S-метилизотиомочевиной в дозе 3 мг/кг за 15 мин до моделирования ГП привело к 
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увеличению размера инфаркта до уровня контрольных значений (Рисунок 12). В то же время 

блокада пула нейрональной NO-синтазы не отразилась на проявлении кардиопротекторного 

эффекта гипоксического прекондиционирования: соотношение ЗН/ОР осталось достоверно не 

отличным от особей с ГП (Таблица 4).  
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Рисунок 12  Роль субтипов NO-синтазы в инфаркт-лимитирующем действии гипоксического 

прекондиционирования (M±SEM). 

Примечание - Контроль – острая коронароокклюзия (45 мин) и реперфузия (120 мин); ГП – раннее 

гипоксическое прекондиционирование;  S-метилтиомочевину применяли в дозе 3 мг/кг 

внутрибрюшинно за 15 мин до ГП; 7-нитроиндазол вводили в дозе 50 мг/кг внутривенно за 15 мин 

до ГП; * p < 0,05 – статистически значимые отличия по отношению к контролю; # p < 0,05 – 

статистически значимые отличия по отношению к группе ГП 

 

На основании проведенного исследования мы можем говорить о триггерной роли  

индуцибельная NO-синтаза в развитии инфаркт-имитирующего действия ГП. По-видимому,  

конститутивная NO-синтаза не участвует в механизме инфаркт-лимитирующего эффекта ГП.  
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3.3.6 Роль К
+

АТФ-каналов в реализации кардиопротекторного эффекта раннего 

гипоксического прекондиционирования. 

Анализ литературных источников показал, что АТФ-чувствительные калиевые каналы 

могут претендовать на роль медиатора раннего и позднего ГП in vitro. Однако  роль этих каналов в 

раннем гипоксическом прекондиционировании in vivo остается не выясненной. 

В нашем исследовании участие К
+

АТФ-каналов в защитном эффекте гипоксического 

прекондиционирования устанавливали путем их фармакологического ингибирования за 15 мин до 

моделирования ГП, либо после адаптации за 10 мин до ишемии. 

Установлено, что гипоксическое прекондиционирование оказывало кардиопротекторный 

эффект, уменьшая соотношение ЗН/ОР на 39,1% по сравнению с неадаптированными животными. 

Предварительное введение крысам неселективного блокатора К
+

АТФ-каналов глибенкламида в дозе 

0,3 мг/кг до моделирования ГП полностью нивелировало защитный эффект этого адаптирующего 

воздействия (Рисунок 12). Однако применение глибенкламида после ГП не влияло на 

возникновение устойчивости к ишемическому-реперфузионному повреждению (Рисунок 13) 
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Рисунок 13  Влияние глибенкламида на размер инфаркта у крыс, подвергнутых гипоксическому 

прекондиционированию (M±SEM). 

Примечание -  Контроль – острая коронароокклюзия (45 мин) и реперфузия (120 мин); ГП – 

раннее гипоксическое прекондиционирование: глибенкламид вводили в дозе 0,3 мг/кг 

внутривенно за 15 мин до ГП, либо после ГП за 10 мин до коронароокклюзии; * p < 0,05 – 

статистически значимые отличия по отношению к контролю; # p < 0,05 – статистически значимые 

отличия по отношению к группе ГП 

 

Селективное ингибирование К
+

АТФ-каналов, расположенных на мембранах митохондрий 

(митоК
+

АТФ-каналов) препаратом 5-гидроксидеканоат в дозе 5 мг/кг привело к увеличению 

размера инфаркта до значений контрольной группы (Рисунок 14). Блокирование сарколеммальных 
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К
+

АТФ-каналов селективным ингибитором HMR 1098 (Clamikalant sodium) в дозе 10 мг/кг не 

устраняло инфаркт-лимитирующий эффект ГП (Рис. 14).  
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Рисунок 14  Влияние 5-гидроксидеканоата на размер инфаркта у крыс, подвергнутых 

гипоксическому прекондиционированию (M±SEM). 

Примечание - Контроль – острая коронароокклюзия (45 мин) и реперфузия (120 мин); ГП – раннее 

гипоксическое прекондиционирование; HMR – HMR 1098 (Clamikalant sodium) в дозе 10 мг/кг 

внутривенно; 5-ГД – 5-гидроксидеканоат в дозе 5 мг/кг внутривенно; * p < 0,05 – статистически 

значимые отличия по отношению к контролю; # p < 0,05 – статистически значимые отличия по 

отношению к группе ГП. 

 

Полученные результаты указывают на значительное влияние митоК
+

АТФ-каналов на 

формирование защиты миокарда при ГП. В то же время, вопрос об участии сарколеммальных 

К
+

АТФ-каналов в реализации адаптационного эффекта ГП в отношении ишемических-

реперфузионных повреждений сердца не подтвержден. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Механизм цитопротекторного действия хронической нормобарической гипоксии. Ранее 

нами было показано, что миокард крыс, подвергнутых хронической непрерывной 

нормобарической гипоксии, устойчив к повреждению, вызванному коронароокклюзией и 

реперфузией in vivo [Maslov L.N. et al., 2013] и тотальной ишемиейреперфузией изолированного 

сердца in vitro [Maslov L.N. et al., 2015]. У крыс, адаптированных к ХННГ, оказалась выше и 

сократительная активность миокарда [Maslov L.N. et al., 2015; Tajima M. et al., 1994]. В ходе 

настоящего исследования нами был обнаружен цитопротекторный эффект ХННГ при 

моделировании аноксииреоксигенации изолированных кардиомиоцитов (Таблица 1, рисунок 3). 

Цитопротекторное действие хронической нормобарической гипоксии ранее было показано только 

на модели метаболического ингибирования клеточного дыхания [Borchert G.H. et al., 2011; 2013], а 

на модели аноксииреоксигенации изолированных кардиомиоцитов этот эффект ХННГ выявлен 

нами впервые. 

Несмотря на выраженный и длительный инфарктлимитирующий эффект адаптации к 

нормобарической гипоксии (уменьшение размера инфаркта миокарда при этом адаптирующем 

воздействии достигает 63%, а продолжительность эффекта  до 5 недель после прекращения 

гипоксии) [Neckar J. et al., 2004], его механизмы до настоящего времени были недостаточно 

исследованы. Тот факт, что протекторное действие ХННГ обнаруживается на модели 

изолированных кардиомиоцитов, свидетельствует о том, что реализация этого эффекта 

происходит, в том числе, через внутриклеточные сигнальные механизмы и/или связанные с ними 

рецепторы. Однако в научной литературе полностью отсутствовала информация о рецепторах, 

опосредующих протекторный эффект ХННГ. Вместе с тем, известно, что рецепторы, находящиеся 

на мембране кардиомиоцитов, в частности: аденозиновые, брадикининовые, опиоидные и 

каннабиноидные рецепторы, объединенные в группу GPCR (Gi/o-белоксопряженных рецепторов) 

являются необходимым звеном для передачи внутрь клетки протекторного сигнала при таких 

воздействиях как ишемическое пре и посткондиционирование, дистантное и фармакологическое 

прекондиционирование [Schultz J.E.J., 1998; Xu Y.C., et al., 2015]. Опиоидные рецепторы, на наш 

взгляд, являются наиболее перспективными структурами для фармакологического воздействия на 

кардиомиоциты с целью повышения устойчивости миокарда к ишемическомуреперфузионному 

повреждению, поскольку их селективные агонисты показывают выраженное протекторное 

действие, не обладая негативными побочными эффектами, как агонисты аденозиновых, 

брадикининовых и каннабиноидных рецепторов [Маслов Л.Н. и др., 2013a]. В связи с этим, 

первоочередной задачей настоящего исследования оказалось выявление участия опиоидных 
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рецепторов различных субтипов и опиоидной системы в целом в реализации кардиопротекторного 

действия ХННГ.  

Важно отметить, что в результате ХННГ  наблюдается возрастание уровня эндогенных 

опиоидов  метэнкефалина и эндоморфинов  в плазме крови и миокарде крыс [Maslov L.N. et 

al., 2013]. Повышение содержания опиоидных пептидов было обнаружено ранее в плазме крови и 

мозге крыс при адаптации к хроническому стрессу [Маслова Л.В., Лишманов Ю.Б., 1989; 

Лишманов Ю.Б. и др. 1996]. При длительном воздействии хронической гипобарической гипоксии 

этими же авторами было обнаружено возрастание содержания метэнкефалина в гипоталамусе 

[Маслов Л.Н. и др. 1998a]. В 1996 г. группа ученых из исследовательского центра Аризоны 

выявила повышение экспрессии гена, кодирующего дельтаопиоидные рецепторы, в мозге мышей 

после 7дневной нормобарической гипоксии [Mayfield K.P. et al., 1996]. Все эти данные 

однозначно свидетельствуют о значительных изменениях, которым подвергается опиоидная 

система в процессе адаптационных воздействий. Важно отметить, что обнаруженное нами 

повышение содержания эндогенных опиоидов в крови и миокарде адаптированных к ХННГ крыс 

сохраняется при коронароокклюзииреперфузии, в то время как у неадаптированных крыс 

уровень опиоидов снижается [Maslov L.N. et al., 2013]. Физиологическое значение этих изменений 

становится понятным после исследования с применением антагонистов ОР: для выявления роли 

опиоидной системы в развитии адаптационной устойчивости миокарда к 

ишемическимреперфузионным повреждениям мы исследовали инфарктлимитирующий, 

кардиопротекторный и цитопротекторный эффекты ХННГ в условиях блокады опиоидных 

рецепторов их селективными агонистами. В нашей работе обнаружено, что 

инфарктлимитирующий эффект ХННГ in vivo не проявляется в условиях блокады 2- и -

опиоидных рецепторов [Maslov L.N. et al., 2013]. Это свидетельствует об опосредовании этими 

субтипами ОР защитного действия ХННГ в отношении ишемическогореперфузионного 

повреждения миокарда и позволяет нам с уверенностью говорить о том, что 

инфарктлимитирующий эффект ХННГ реализуется через активацию эндогенной опиоидной 

системы  выработку опиоидов и стимулирование опиоидных рецепторов. Помимо этого, 

исследование роли опиоидной системы в процессе адаптации к гипоксии проводили физиологи из 

США [Mayfield K.P., D'Alecy L.G. 1994]. Ими была установлена важная роль опиоидных 

рецепторов в повышении толерантности к гипоксии у адаптированных к этому экстремальному 

воздействию крыс [Mayfield K.P., D'Alecy L.G. 1994].  

Важным вопросом является выяснение локализации опиоидных рецепторов, 

ответственных за реализацию обнаруженных защитных эффектов хронической гипоксии. 

Проведенные опыты показали, что в случае, если моделирование ишемииреперфузии было 
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проведено на изолированных кардиомиоцитах (Таблица 1, 2, рисунок 3), защитный эффект ХННГ 

сохранялся. Более того, при блокаде 2 или -опиоидных рецепторов на этой экспериментальной 

модели мы не наблюдали цитопротекторного действия ХННГ (Таблица 3, рисунок 4). Эти данные 

позволяют нам говорить о том, что кардиопротекторное действие ХННГ реализуется через 2и -

опиоидные рецепторы, расположенные в миокарде, на мембранах кардиомиоцитов. 

Внутриклеточные механизмы реализации инфарктлимитирующего действия ХННГ до 

настоящего времени были исследованы недостаточно. Анализируя данные литературы о 

механизмах реализации инфарктлимитирующего эффекта гипобарической гипоксии, 

ишемического прекондиционирования и механизма кардиопротекторного действия опиоидов мы 

предположили, что механизм защитных эффектов хронической нормобарической гипоксии 

включает в себя тирозинкиназы, PI3-протеинкиназу [Williams-Pritchard G., et al, 2011], 

протеинкиназу С [Rouet-Benzineb P. et al, 1999; Neckar J. et al., 2005]. Важно отметить, что эти 

киназные каскады связаны с опиоидными рецепторами [Williams-Pritchard G., et al, 2011]. В связи 

с этим второй задачей исследования было выявления участия этих киназ и молекулярных структур 

в кардиопротекторном эффекте ХННГ. 

Наши исследования показали, что при моделировании аноксии-реоксигенации на 

изолированных кардиомиоцитах адаптированных к хронической нормобарической гипоксии крыс 

на фоне ингибирования всех типов тирозинкиназ генистеином, цитопротекторный эффект 

адаптации не проявлялся (Таблица 4, 5). Эти данные однозначно свидетельствует о важной роли 

тирозинкиназ кардиомиоцитов в защитном эффекте ХННГ. Полученные результаты согласуются с 

данными литературы об участии тирозинкиназ в формировании инфарктлимитирующего 

действия раннего и отсроченного ишемического прекондиционирования [Ge H., et al., 2015; Ping P, 

et al., 1999], или этого же эффекта опиоидов [Fryer R.M. et al., 2001].  

При исследовании участия PI3-киназы в механизмах реализации цитопротекторного 

действия ХННГ нами были получены неожиданные данные, свидетельствующие о том, что PI3-

киназа не участвует в реализации этого эффекта ХННГ (Таблица 6, 7). Ранее было обнаружено, 

что этот фермент участвует в кардиопротекторном эффекте ишемического прекондиционирования 

и опиоидов [Qin Q, et al., 2003; Cao Z. et al., 2005b]. Известно, что активация PI3киназы при 

ишемическом прекондиционировании способствует образованию фосфатидил инозитол-

(3,4,5)трифосфата, который активирует фосфоинозитолзависимые киназы (PDK), 

функциональное состояние которых влияет на активность протеинкиназы С [Oudit G.Y., Penninger 

J.M., 2009; Tong H. et al., 2000]. Роль этого внутриклеточного механизма в реализации 

кардиопротекторного действия ишемического пре, посткондиционирования и дистантного 

прекондиционирования показана в недавних исследованиях [Heusch G., 2015]. Сигнальный каскад, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=
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одним из ключевых звеньев которого является PI3киназа, в 2004 г был назван RISK-киназным 

каскадом (Reperfusion-Induced Salvage Kinase) по инициативе профессоров Лондонского 

университета D.M. Yellon и D.J. Hausenloy [Hausenloy D.J., Yellon D.M. 2007], включившим в эту 

сигнальную цепь такие внутриклеточные ферменты как PI3-киназа (фосфоинозитид-3-киназа), 

фосфоинозитид-зависимые киназы 1 и 2 (PDK1,2), Akt-киназу (киназа, выделенная из AKR 

thymoma cells), ПКС (протеинкиназа C) и NO-синтазу. В исследовании Jain K. и соавт. было 

показано, что у крыс, устойчивых к гипоксии (выживших при давлении 223 мм рт.ст. более 25 

минут) увеличена экспрессия PI3-киназы в ткани миокарда [Jain K. et al., 2013].   

В противоположность приведенным данным литературы S.E. He и соавт. показали, что 

кардиопротекторный эффект морфина при ишемии-реперфузии изолированного сердца может 

реализоваться без участия PI3K/Akt-киназ [He S.F. et al., 2015]. Наши данные свидетельствуют о 

том, что PI3-киназа не вовлечена в регуляторный каскад ХННГ.  

Проведенные исследования показали важную роль протеинкиназы С и ее типа в 

реализации инфарктлимитирующего и цитопротекторного действия хронической непрерывной 

нормобарической гипоксии (Таблица 8, 9). Протеинкиназа С была первым обнаруженным 

цитоплазматическим медиатором кардиопротекторного действия ишемического 

прекондиционирования, проф. Дж.М. Дауни и его коллеги в 1994 г. показали отсутствие 

кардиопротекции при ИП на модели коронароокклюзииреперфузии у кроликов при введении 

ингибиторов протеинкиназы С [Liu Y. et al., 1994]. Эти исследователи предположили, что 

активация Gi/o-белоксопряженных рецепторов (GPCR, в число которых входят и опиоидные 

рецепторы) вызывает активацию фосфолипазы С, которая продуцирует инозитолтрифосфат и 

диацилглицерол в качестве вторичных мессенджеров. Диацилглицерол вызывает активацию и 

транслокацию протеинкиназы С [Liu Y. et al., 1994]. Позднее было обнаружено, что активация 

протеинкиназы С может происходить фосфатидил-зависимыми киназами, которые в свою очередь 

активируются PI3-киназой [Tong H. et al., 2000; Oudit G.Y., Penninger J.M., 2009; Tong H. et al., 

2000]. Несмотря на наличие единичных публикаций, опровергающих роль протеинкиназы С в 

кардиопротекторном эффекте ИП [Simkhovich B.Z. et al., 1996], концепция о ключевом значении 

протеинкиназы С в формировании кардиопротекторного эффекта неспецифических адаптивных 

реакций остается в числе одной из самых обсуждаемых до настоящего времени [Heusch G., 2015].  

Известно, что функции различных изоформ ПКС в формировании защитных эффектов 

неоднозначны [Ping P. et al., 1997; Liu H. et al., 2001; Churchill E.N., Mochly-Rosen D. 2007]. Было 

обнаружено, что ИП у кроликов приводит к активации ПКС [Ping P. et al., 1997; Liu H. et al., 

2001]. В 2010 г были опубликованы результаты исследования, проведенного в Стендфордском 

университете США [Churchill E.N. et al., 2010]. На модели ИП изолированного перфузируемого 
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сердца крысы обнаружено, что митохондриальная (партикулярная) фракция гомогената 

кардиомиоцитов крыс, подвергшихся ИП перед длительной ишемией, содержит в 3,8 раз меньше 

активной (фосфорилированной) ПКС, но в 16 раз больше активной ПКС, чем у 

непрекондиционированных крыс. При этом общее содержание ПКС в клетках сердца 

прекондиционированных сердец снижено. Эти данные позволили предполагать, что 

опосредование кардиопротекторного действия ИП реализуется через субтип ПКС. Недавними 

исследованиями показано, что ингибирование экспрессии ПКСβ2 способно снижать 

ишемическоереперфузионное повреждение кардиомиоцитов [Liu Y. et al., 2015]. Мнения 

исследователей об участии ПКС в защитном действии ИП противоречивы. Существуют данные 

как о протективной [Mayr M. et al., 2004], так и о негативной [Inagaki K. et al., 2003; Kong L. et al., 

2008] роли ПКС в регуляции толерантности сердца к действию ишемии-реперфузии. Наше 

исследование показало важную роль протеинкиназы С в цитопротекторном действии ХННГ 

(Табл. 8, 9). Эти данные подтверждаются результатами исследования наших коллег из института 

физиологии г. Прага об увеличении экспрессии ПКС в миокарде крыс при адаптации к 

гипобарической гипоксии [Neckar J. et al., 2005; Hlavackova M. et al., 2010]. Однако недавние 

исследования этой же группы ученых показали увеличение содержания фосфорилированной -

изоформы ПКС в миокарде крыс после хронической непрерывной гипоксии [Holzerová K. et al., 

2015]. 

Резюмируя сказанное, мы можем предположить, что сигнальный механизм реализации 

кардиопротекторного действия ХННГ последовательно включает 2ОР и -ОР  GPCR  

тирозинкиназы  ПКС  повышение толерантности миокарда к повреждающему действию 

ишемииреперфузии (Рисунок  15). 

 

Рисунок 15  Предполагаемый механизм кардиопротекторного действия хронической 

непрерывной нормобарической гипоксии. 
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Примечания - ОР – опиоидные рецепторы, ТК – тирозинкиназы, ПКС – протеинкиназа С, NOS – 

синтаза оксида азота, ГЦ – гуанилатциклаза, ПКG – протеинкиназа G, митоК
+

АТФ – 

митохондриальный АТФ-зависимый К
+
 канал, mPTP – поры, изменяющие проницаемость 

митохондрий, HIF1 - гипоксия-индуцируемый фактор транскрипции 1, GSK3 - киназа 

гликогенсинтазы 3. 

 

 

Механизм инфаркт-лимитирующего эффекта гипоксического прекондиционирования. 

Проведенные исследования показали выраженный инфаркт-лимитирующий эффект 

раннего ГП (Таблица 10). В отличие от ишемического прекондиционирования, ГП может быть 

применено в клинической практике, поскольку является малоинвазивным методом профилактики  

ИР-повреждения [Мандель И.А., и др. 2017]. 

Исследование механизмов формирования кардиопротекторного действия гипоксического 

прекондиционирования ведется с момента открытия этого феномена в 1992 г [Shizukuda Y. et al., 

1992]. Однако в настоящий момент нельзя утверждать, что они раскрыты в достаточной степени. 

Так, до настоящего времени оставалось неясным, участвует ли активация вегетативной нервной 

системы в реализации инфаркт-лимитирующего действия ГП. Предпосылками к этому 

предположению явились ранее известные факты об активации ВНС при ишемии-реперфузии 

[Lubbe W.F. et al., 1992; Hara A., Abiko Y. 1996] и ее важная роль в опосредовании 

кардиопротекции при ишемическом и фармакологическом прекондиционировании миокарда 

[Takasaki Y. et al., 1998; Pasqualin R.C. et al., 2016; Kawada T. et al., 2002; 2009]. Однако результаты, 

полученные в нашем исследовании, показали, что при блокировании вегетативных нервных 

ганглиев гексаметония хлоридом инфаркт-лимитирующий эффект ГП сохраняется (Рисунок 16), 

что свидетельствуют о том, что вегетативная нервная система не участвует в формировании 

защитного эффекта раннего ГП при коронароокклюзии-реперфузии.  

Считают, что важным звеном формирования адаптационных реакций миокарда при 

краткосрочных и долговременных гипоксических воздействиях является активация G-белок 

сопряженных рецепторов (GPCR), в том числе аденозиновых и опиоидных [Yang X. et al., 2010; 

Headrick J.P. et al., 2012]. Однако проведенные нами исследования показали, что ингибирование 

аденозиновых рецепторов их селективным антагонистом 8-(p-сульфофенил) теофиллином как до 

начала процедуры ГП, так и после окончания ГП (то есть перед моделированием 

коронароокклюзии) не предупреждает развития инфаркт-лимитирующего действия ГП. Сходная 

картина наблюдается и в отношении опиоидных рецепторов – селективное ингибирование всех 

типов опиоидных рецепторов налтрексоном до или после ГП не изменяет размер инфаркта у крыс, 

подвергнутых ГП. Эти факты свидетельствуют о том, что опиоидные и аденозиновые рецепторы 

не принимают участие в триггерном или медиаторном механизмах формирования инфаркт-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shizukuda%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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лимитирующего эффекта раннего ГП. Полученные данные ставят под вопрос участие 

рецепторных механизмов запуска ГП. В связи с этим можно предположить, что триггером ГП 

являются внутриклеточные регуляторные системы, чувствительные к изменению содержания 

кислорода. В последние десятилетия в литературе сформировалось мнение о том, что в качестве 

одного их таких механизмов может выступать образование активных форм кислорода, 

происходящее в ответ на краткосрочную гипоксию [Semenza G.L. 2009]. В нашем исследовании 

мы выявили увеличение продукции активных форм кислорода при моделировании гипоксического 

прекондиционирования (Рисунок 9). Важно отметить, что повышение АФК мы наблюдали лишь 

после 1 и 3 цикла ГП, в то время как после окончания ГП содержание активных форм кислорода 

снижалось до исходного уровня (Рисунок 9). Полученные данные свидетельствуют о том, что 

АФК могут быть триггерами ГП. Результаты экспериментов с применением антиоксиданта 

подтвердили это предположение. Введение крысам водорастворимого антиоксиданта 2-

меркаптопропионил глицина до начала моделирования ГП полностью предупреждало 

формирование его инфаркт-лимитирующего действия. В случае если 2-МПГ вводили после 

моделирования ГП, перед началом коронароокклюзии, инфаркт-лимитирующий эффект ГП 

сохранялся (Рисунок 10). Важно отметить, что в использованной дозе 2-МПГ не влиял на размер 

инфаркта у интактных крыс, однако предупреждал образование АФК в миокарде при ГП (Рисунок 

9). Полученные данные свидетельствуют о том, что выработка кардиомиоцитами АФК является 

триггерным, но не медиаторым звеном механизма инфаркт-лимитирующего действия раннего ГП. 

 

Рисунок 16  Предполагаемый механизм кардиопротекторного действия гипоксического 

прекондиционирования. 

Примечания - ПКС – протеинкиназа С, iNOS – индуцибельная синтаза оксида азота, mitК
+

АТP – 

митохондриальный АТФ-зависимый К
+
 канал 
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Не менее значимым кислородным сенсором клетки является регуляторная система оксид 

азотаNO-синтаза [Cuong D.V. et al., 2007]. Наши исследования показали, что ингибирование 

индуцибельной формы NO-синтазы до моделирования ГП предупреждает развитие его инфаркт-

лимитирующего действия, что не происходит при введении блокатора iNOS после ГП (Рисунок 

11). На основании проведенного исследования мы можем говорить о триггерной роли  

индуцибельной NO-синтаза в развитии инфаркт-имитирующего действия ГП. По-видимому, 

конститутивная NO-синтаза не участвует в механизме инфаркт-лимитирующего эффекта ГП.  

Эффекторым внутриклеточным звеном активации NO-синтазы является открытие АТФ-

чувствительных К
+
 каналов. В нашем исследовании обнаружено, что блокирование К

+
АТФ-каналов 

предупреждает развитие инфаркт-лимитирующего действия ГП, но только в том случае, если оно 

проведено перед моделированием ГП (Рисунок 13). О важной роли митохондриальных  К
+

АТФ-

каналов в защитном действии ГП свидетельствует отсутствие его инфаркт-лимитирующего 

действия при селективном блокировании митоК
+

АТФ-каналов, но не сарколеммальных К
+

АТФ-

каналов (Рисунок 14). Полученные результаты указывают на участие митоК
+

АТФ-каналов в 

триггерном механизме защиты миокарда при ГП. В то же время, вопрос об участии 

сарколеммальных К
+

АТФ-каналов в реализации адаптационного эффекта ГП в отношении 

ишемических-реперфузионных повреждений сердца остается открытым. 

Резюмируя данные настоящего исследования можно предполагать, что триггерный 

механизм гипоксического прекондиционирования включает умеренное повышение выработки 

активных форм кислорода в ответ на краткосрочную гипоксию, повышение активности синтазы 

оксида азота и открытие АТФ-чувствительных калиевых каналов. Ни один из исследованных 

регуляторных механизмов не является медиатором гипоксического прекондиционирования 

(Рисунок 16). 
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ВЫВОДЫ 

1. Цитопротекторное действие хронической нормобарической гипоксии при гипоксии-

реоксигенации изолированных кардиомиоцитов реализуется через δ2  и µ-опиоидные рецепторы 

кардиомиоцитов, активацию протеинкиназы Сδ, и тирозинкиназ. 

2. В механизме цитопротекторного действия хронической непрерывной нормобарической 

гипоксии не принимают участие δ1, -опиоидные рецепторы и PI3-киназа.  

3. Инфаркт-лимитирующее действие раннего гипоксического прекондиционирования при 

коронароокклюзии-реперфузии in vivo формируется без участия вегетативной нервной системы, 

опиоидных и аденозиновых рецепторов.  

4. Активные формы кислорода, митохондриальные К
+

АТФ-каналы и индуцибельная NO-

синтаза являются триггерами, но не медиаторами инфаркт-лимитирующего действия раннего 

гипоксического прекондиционирования. 

5. Сарколеммальные К
+

АТФ-каналы и нейрональная NO-синтаза не являются триггерами или 

медиаторами инфаркт-лимитирующего действия гипоксического прекондиционирования.  
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