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Пероксиредоксин 6 (Prx6) является антиоксидантным ферментом человеческого организма, выполняющим 
в клетке ряд важных функций. Prx6 восстанавливает широкий спектр перекисных субстратов, благодаря 
чему играет ведущую роль в поддержании окислительно-восстановительного гомеостаза клеток млекопи-
тающих. Помимо пероксидазной активности Prx6 содержит в себе каталитический центр фосфолипазы А2, 
и таким образом, принимает участие в метаболизме фосфолипидов мембран. Благодаря пероксидазной и 
фосфолипазной активности Prx6 участвует в передаче внутриклеточных и межклеточных сигналов, спо-
собствуя запуску регенерационных процессов в клетке, подавлению апоптоза и активации пролиферации 
клеток. С учетом выполняемых функций Prx6 способен эффективно бороться с окислительным стрессом, 
вызванным различными факторами, в том числе при ишемически-реперфузионных поражениях. На модели 
гетеротопической трансплантации сердца крысы показан кардиопротекторный эффект экзогенного реком-
бинантного Prx6, введенного перед пересадкой и последующей реперфузией сердца. Продемонстрировано, 
что экзогенный Prx6 уменьшает тяжесть ишемически-реперфузионного поражения сердца и способствует 
нормализации его структурного – функционального состояния при гетеротопической трансплантации. 
Применение рекомбинантного Prx6 может быть эффективным подходом в предупреждении / купировании 
ишемически-реперфузионных поражений сердца, а также для сохранения изолированного сердца при 
трансплантации.
Ключевые  слова:  ишемия – реперфузия,  пероксиредоксин,  гетеротопическая трансплантация  сердца.
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Peroxiredoxin 6 (Prdx6) is an antioxidant enzyme in the human body that performs a number of important functions 
in the cell. Prdx6 restores a wide range of peroxide substrates, thus playing a leading role in maintaining redox
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homeostasis in mammalian cells. In addition to peroxidase activity, Prdx6 has an activity of phospholipase A2, 
thus taking part in membrane phospholipid metabolism. Due to its peroxidase and phospholipase activity, Prdx6 
participates in intracellular and intercellular signal transmission, thereby facilitating the initiation of regenerative 
processes in the cell, suppression of apoptosis and activation of cell proliferation. Given the functions performed, 
Prdx6 can effectively deal with oxidative stress caused by various factors, including ischemia-reperfusion injury. 
On an animal model of rat heterotopic heart transplantation, we showed the cardioprotective potential of exogenous 
recombinant Prdx6, introduced before transplantation and subsequent reperfusion injury of the heart. It has been 
demonstrated that exogenous Prdx6 effectively alleviates the severity of ischemia-reperfusion injury of the heart 
by 2–3 times, providing normalization of its structural and functional state during heterotopic transplantation. 
The use of recombinant Prdx6 can be an effective approach in preventing/alleviating ischemia-reperfusion injury 
of the heart, as well as in maintaining an isolated heart during transplantation.
Keywords:  ischemia-reperfusion  injury,  peroxiredoxin,  heterotopic heart  transplantation.

ВВедеНие
Одной из ключевых проблем кардиохирургии и 

трансплантологии является ишемически-реперфу-
зионное поражение миокарда [13, 14, 16, 18]. На-
рушение нормального кровотока и несоответствие 
потребности и доставки кислорода к тканям запуска-
ют каскад патологических ишемических процессов, 
приводящих к образованию активных форм кислоро-
да (АФК) и нарушению структурно-функциональной 
целостности метаболических активных тканей. Вос-
становление тока крови (реперфузия), насыщенной 
кислородом, к ишемизированным тканям приводит 
к еще большему росту уровня АФК, развитию окис-
лительного стресса и усугубляет поражение тканей 
миокарда [16, 17]. Это грозное осложнение возни-
кает практически всегда, и варьировать может лишь 
уровень возникающих повреждений. Сегодня число 
доказанных и эффективных подходов к снижению 
повреждающего действия реперфузии крайне мало 
[12, 15].

Так как патогенез ишемически-реперфузионных 
повреждений (ИРП) связан с окислительным стрес-
сом, основным направлением в терапии может стать 
снижение концентрации АФК в пострадавших тканях 
с помощью антиоксидантных препаратов [1, 4].

Среди множества ферментов антиоксидантного 
действия наибольший интерес представляет семейс-
тво пероксиредоксинов (Prx) [5]. Prx играют важную 
роль в поддержании редокс-гомеостаза в организме 
млекопитающих. Как правило, их уровень увеличи-
вается при окислительном стрессе, что способству-
ет нормализации уровня АФК в ишемизированных 
тканях. Среди семейства пероксиредоксинов Prx6 
характеризуется наиболее широким спектром ней-
трализуемых перекисных субстратов органической 
и неорганической природы, включая алкилгидропе-
роксиды, пероксиды фосфолипидов, долгоживущие 
радикалы белков, пероксинитрит и т. д. [7]. Учитывая 
роль Prx6 в защите тканей от неблагоприятного воз-
действия, следует изучить возможность использо-

вания Prx6 в трансплантологии с целью улучшения 
сохранности донорских органов.

Цель – оценить возможность применения пе-
роксиредоксина (Prx6) как средства для повышения 
устойчивости (прекондиционирования) миокарда 
к ИРП.

ЗАдАчи
На биологической модели гетеротопической 

трансплантации сердца крысы сравнить степень 
повреждения донорского сердца по концентрации 
тропонина I, нарушениям ритма и сократимости 
миокарда, а также оценить морфологию миокарда 
в группе животных, получавших Prx6, и без Prx6.

МАтериАлЫ и МетОдЫ
В экспериментах использовали разнополых крыс 

линии Вистар весом 250 г. Программа экспериментов 
была одобрена комитетом по биологической безо-
пасности и биоэтике. Опыты проводились с соблю-
дением правил Европейской конвенции по обра-
щению с лабораторными животными и директивы  
2010/63/EU.

Все крысы были разделены на 2 группы по 20 жи-
вотных в каждой. В группе 1 (контрольная группа) 
животным-реципиентам пересажены 20 сердец 
животных-доноров по методике гетеротопической 
трансплантации. В группе 2 животным-реципиентам 
выполнена гетеротопическая трансплантация сердца 
от 20 животных-доноров с введением Prx6 на этапе 
реперфузии.

Рекомбинантный Prx6 был получен в лаборатории 
механизмов рецепции Института биофизики клетки 
Российской академии наук по ранее описанной ме-
тодике [19].

Модель гетеротопической пересадки сердца кры-
сы включала стадии наркотизации донора, эксплан-
тации сердца, хранения сердца в растворе Кустоди-
ол, наркотизации реципиента, пересадки донорского 
сердца на брюшную аорту реципиента, ушивания 
раны и выведения реципиента из наркоза. Проопе-
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рированных животных помещали в виварий под на-
блюдение на 24 часа. Крыс содержали в стандартных 
клетках с грелкой и обеспечением воды adlibitum 
в условиях 12-часового цикла дня и ночи. Спустя 
24 часа после операции производили забой живот-
ного для гистологического исследования состояния 
тканей миокарда.
Стадия эксплантации сердца. После обработки 

операционного поля раствором антисептика выпол-
няли полную срединную лапаротомию, выделение 
нижней полой вены (НПВ) и брюшной аорты из ок-
ружающих тканей ниже почечных артерий. В НПВ 
вводили 20 ЕД раствора гепарина, после чего на 
место вкола накладывали микроклипсу для предуп-
реждения кровотечения. Следом проводили канюля-
цию аорты катетером 22G и начинали непрерывную 
перфузию кардиоплегическим раствором Кустодиол 
объемом 100 мл через инфузионный насос в течение 
7 минут. С целью декомпрессии правых и левых от-
делов выполнялось пересечение НПВ и левых ле-
гочных вен. После начала кардиоплегии выполняли 
срединную стернотомию, разведение краев раны 
расширителем. Сердце донора обкладывали льдом. 
По окончании кардиоплегии начинали эксплантацию 
сердца. Для этого поэтапно выделяли и перевязыва-
ли сначала нижнюю и верхнюю полые вены, затем 
аорту и легочный ствол. Аорту пересекали на уров-
не отхождения брахиоцефального ствола, легочный 
ствол – на уровне бифуркации. Легочные вены лиги-
ровали единым блоком. Нижнюю и верхнюю полые 
вены лигировали раздельно.

После эксплантации донорское сердце помеща-
ли в стерильную емкость с раствором Кустодиол, 
емкость обкладывали льдом и далее хранили при 
температуре +4 °С до имплантации в течение 4 часов. 
Общее время ишемии составляло 5 часов.
Наркотизацию реципиента проводили аналогич-

но наркотизации донора.
Пересадка донорского сердца на брюшную аорту 

реципиента. После наркотизации крысы выполняли 
полную срединную лапаротомию, петли тонкой киш-
ки выводили влево по отношению к операционной 
ране и накрывали влажной марлевой салфеткой для 
предупреждения высыхания. Края раны разводили 
ретрактором, выделяли аорту и нижнюю полую вену 
в инфраренальном отделе. Прошивали поясничные 
ветви, в среднем 3–4 постоянные ветви. После пе-
ревязки поясничных вен и мобилизации сосудов 
вводили раствор гепарина 20 ЕД в нижнюю полую 
вену, на место вкола накладывали микроклипсу. Че-
рез несколько минут накладывали сосудистый зажим 
на нижнюю полую вену и аорту в проксимальном и 
дистальном направлении. Аорту реципиента рассека-
ли продольно, просвет аорты промывали гепаринизи-

рованным физиологическим раствором для удаления 
крови из просвета. Трансплантат сердца помещали в 
брюшную полость, накладывали анастомоз «конец в 
бок» атравматической иглой 10/0 на колющей игле. 
Затем продольно вскрывали полую вену реципиента 
и накладывали анастомоз «конец в бок» между ниж-
ней полой веной реципиента и легочной артерией 
донора аналогичным шовным материалом. После 
выполнения анастомозов антеградно вводили Prx6 
в расчетной дозе 3 мг, снимали дистальный зажим, 
заполняя донорское сердце кровью. В аорте донора 
делали прокол иглой 10/0 для предупреждения воз-
душной эмболии. Далее снимали проксимальный 
зажим. Восстановление сердечной деятельности 
происходило спонтанно. При нарушениях ритма 
имплантированного сердца применяли электрости-
муляцию (ЭКС) кардиостимулятором ЭКСН-4М с 
частотой сердечных сокращений 110 ударов в минуту 
и амплитудой 6 мА. После контроля гемостаза петли 
тонкой кишки возвращали в брюшную полость, на 
переднюю брюшную стенку накладывали шелковые 
швы 6/0 (отдельно на апоневроз). Кожу зашивали 
непрерывным швом лавсаном 5/0 и обрабатывали 
антисептиком. После прекращения подачи ингаля-
ционного анестетика выводили животное из наркоза 
в течение 5 минут. Затем реципиента помещали в 
стандартную клетку с грелкой и доступом к воде.

Для оценки эффективности Prx6 как средства для 
повышения устойчивости миокарда к ИРП анализи-
ровали следующие показатели:
– время до спонтанного восстановления ритма, ин-

тенсивности сердечной деятельности и кинетики 
миокарда;

– концентрацию TnI в крови.
Также выполняли гистологическое исследование, 

включающее окраску препаратов миокарда по Мас-
сону и гематоксилином/эозином.

Оценку спонтанного восстановления сердечно-
го ритма проводили по времени от момента снятия 
проксимального и дистального зажимов и пуска кро-
вотока на участке имплантации донорского сердца 
до появления электрической активности сердца и 
визуальных признаков сокращения миокарда, а также 
по длительности требовавшейся временной ЭКС. 
Для подтверждения полученных данных проводился 
ЭКГ – мониторинг в I стандартном отведении. На-
ложение 4 электродов проводилось на окружающие 
ткани вокруг трансплантата. В дополнение к объек-
тивным методам контроля интенсивность сердечной 
деятельности и кинетику миокарда определяли путем 
интраоперационной пальпаторной оценки силы сер-
дечных сокращений на левом желудочке (высокая/
низкая) и общего наполнения камер трансплантата 
(высокое/низкое).
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Определение концентрации TnI выполняли через 
60 минут после начала реперфузии и через 24 часа от 
момента трансплантации и восстановления кровооб-
ращения. Концентрацию TnI регистрировали на ана-
лизаторе i-Stat System (Abbott Point of Care, USA) с 
использованием картриджей для анализа TnI (Abbott 
Point of Care, USA). Исходная концентрация TnI не 
превышала 0,01 нг/мл, что соответствует норме.

Изъятие трансплантата для гистологических 
исследований проводили через 24 часа от момента 
трансплантации. Для проведения гистологических 
исследований образцы миокарда фиксировали в 10% 
растворе формальдегида. Фотографии гистологиче-
ских срезов получены на микроскопе Carl Zeiss Axio 
lab A1.

Статистическая обработка данных
Все исследуемые параметры проверялись на нор-

мальность распределения [11]. В случае нормального 

Таблица
Базовые характеристики оперативного 
вмешательства и интраоперационные 

показатели
Baseline characteristic of procedure 

and intraoperative parameters
Группа 1, 

n = 20
Группа 2, 

n = 20
p

Вес животных, г 250 ± 7 250 ± 8 1
Длительность операции, 
мин 62,4 ± 5,2 71,4 ± 5 0,003

Длительность 
эксплантации, мин 13,8 ± 1,5 14,3 ± 1,7 0,5

Длительность ишемии 
трансплантата, мин

305,3 ± 
3,6

304,9 ± 
2,7 0,8

Длительность перфузии 
трансплантата 
Кустодиолом, мин

7 7 1

Объем Кустодиола 
для перфузии 
трансплантата, мл

100 100 –

Сократительная 
активность миокарда, %

высокая 0 90
0,0001средняя 30 0

низкая 70 10
Примечание. Группа 1 – животные после гетеротопиче-
ской трансплантации сердца, группа 2 – животные после 
гетеротопической трансплантации сердца с использова-
нием кардиопротектора Prx6 в дозе 3 мг на этапе репер-
фузии. После знака «±» указано стандартное отклонение.

Note. Group 1 – rats after heterotopic heart transplantation, 
group 2 – rats after heterotopic heart transplantation with 
Prx6 administration 3 mg during reperfusion. There is stan-
dard deviation after «±».

Рис. 1. Время до восстановления собственного ритма пе-
ресаженного сердца и длительность временной электро-
кардиостимуляции (ЭКС) трансплантата. Группа 1 – жи-
вотные после гетеротопической трансплантации сердца, 
группа 2 – животные после гетеротопической трансплан-
тации сердца с использованием кардиопротектора Prx6 в 
дозе 3 мг на этапе реперфузии. Различия по группам по 
представленным показателям статистически значимы: 
время до восстановления ритма, p = 0,002; длительность 
ЭКС, p = 0,0001

Fig. 1. Time to rhythm recovery of transplant and duration of 
temporal transplant pacing. Group 1 – rats after heterotopic 
heart transplantation, group 2 – rats after heterotopic heart 
transplantation with Prx6 administration 3 mg during reper-
fusion. There are statistically significant differences between 
groups: time to rhythm recovery of, p = 0,002; duration of 
temporal transplant pacing, p = 0,0001

распределения для сравнения групп использовался 
t-тест, в случае распределения, отличающегося от 
нормального, применяли тест Манна–Уитни [10]. 
Качественные показатели сравнивали с помощью 
точного теста Фишера. Статистическая обработка 
данных и построение графиков выполнены с по-
мощью лицензионного программного обеспечения 
SAS Enterprise Guide 6.1.

реЗУльтАтЫ
Базовые характеристики оперативного вмеша-

тельства и интраоперационные показатели представ-
лены в таблице.

Сократительная активность 
пересаженного сердца

Сократительная активность и показатели электри-
ческой активности миокарда были лучше в группе 2 
(табл., рис. 1).
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Рис. 2. Динамика тропонина I после гетеротопической 
трансплантации сердца. Группа 1 – животные после ге-
теротопической трансплантации сердца, группа 2 – жи-
вотные после гетеротопической трансплантации сердца 
с использованием кардиопротектора Prx6 в дозе 3 мг на 
этапе реперфузии. Нормальные значения концентрации 
тропонина I – до 0,05 нг/мл

Fig. 2. Dynamic of troponin I level after heterotopic heart 
transplantation. Group 1 – rats after heterotopic heart trans-
plantation, group 2 – rats after heterotopic heart transplantati-
on with Prx6 administration 3 mg during reperfusion. Upper 
reference limit of troponin I is 0,05 ng/ml

Рис. 4. Морфологические особенности миокарда пере-
саженного сердца в группе контроля. Наблюдаются мел-
коочаговые кровоизлияния, состоящие из эритроцитов и 
нитей фибрина. В интрамуральных сосудах – признаки 
активации эндотелия. Исчерченность сердечной ткани 
сохранена не везде: имеется очаговая фрагментация, 
контрактурные изменения, очаги некроза отдельных мы-
шечных волокон. В образцах зафиксирован выраженный 
отек стромы. В целом гистологическая картина в образ-
цах миокарда контрольной группы свидетельствует о вы-
раженных ишемически-реперфузионных повреждениях 
миокарда

Fig. 4. Morphology of transplant in control group. There are 
hemorrhage with fibrin debris, activated endothelium and 
necrosis of cardiomyocytes with edema. Sever myocardial 
ischemic-reperfusion injury is presented

Биохимический анализ уровня 
повреждений миокарда

Повреждение миокарда в группе 2 было значи-
тельно меньше, чем в группе 1 (рис. 2).

Гистологическое исследование 
трансплантированного сердца

Гистологическое исследование фрагментов мио-
карда в группе 2 показало большую сохранность 
строения ткани по сравнению с группой контроля 
(рис. 3, 4).

ОБСУЖдеНие
На сегодняшний день у млекопитающих иден-

тифицировано 6 типов Prx, которые по числу кон-
сервативных остатков цистеина в активном центре 
и механизмам катализа подразделяются на типич-
ные 2-Cys (Prx1–4), атипичные 2-Cys (Prx5) и 1-Cys 
(Prx6). Prx помимо способности к нейтрализации ши-
рокого спектра АФК обладают рядом других важных 
функций, включая запуск регенеративных процессов 
в клетке за счет шаперонной и сигнально-регулятор-
ной активности [2, 8]. Особый интерес среди перок-
сиредоксинов млекопитающих представляет Prx6, 
который способен нейтрализовать широкий спектр 
перекисных субстратов как неорганической, так и 

Рис. 3. Морфологические особенности миокарда пере-
саженного сердца на фоне кардиопротекции препаратом 
Prx6. Наблюдается легкая степень склероза миокарда и 
активация эндотелия в сосудах микроциркуляторного 
русла. Исчерченность сердечной ткани сохранена во всех 
отделах. В глубине миокарда отмечены отдельные груп-
пы кардиомиоцитов в состоянии баллонной дистрофии. 
В части образцов зарегистрированы также умеренный 
отек интерстиция, слабовыраженный переваскулярный 
отек. В целом гистологическое исследование фрагментов 
миокарда опытной группы выявило умеренное ишеми-
чески-реперфузионное повреждение ткани

Fig. 3. Morphology of transplant with Prx6 cardioprotection. 
There are light myocardial sclerosis, activated endothelium 
and edema as well. Mild myocardial ischemic-reperfusion 
injury is presented
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органической природы, в том числе алкилгидропе-
роксиды, пероксиды фосфолипидов, долгоживущие 
радикалы белков, пероксинитрит и т. д. [7]. Кроме пе-
роксидазной активности Prx6 проявляет активность 
Ca2+-независимой фосфолипазы А2 (aiPLA2), которая 
в норме проявляется только в кислых условиях (при 
pH 4–5) и играет важную роль в метаболизме фосфо-
липидов и передаче внутри клеточных и межклеточ-
ных сигналов [3]. Животные, нокаутные по гену Prx6, 
характеризуются повышенной чувствительностью к 
действию окислительного стресса [3, 9]. Показано, 
что экзогенный Prx6 реализует свою сигнально-ре-
гуляторную функцию через TLR4/NF-kB путь [7]. 
Таким образом, Prx6 – многофункциональный фер-
мент, который участвует во многих процессах клетки 
и играет важную ключевую роль в антиоксидантной 
защите. Необходимо отметить, что количества собс-
твенного эндогенного Prx6, синтезируемого в ише-
мизированных тканях, недостаточно для подавления 
развития окислительного стресса. В то же время вве-
дение экзогенного рекомбинантного Prx6 человека 
меняет ситуацию. Так, продемонстрирована высокая 
терапевтическая активность экзогенного Prx6 на ла-
бораторных крысах in vivo [6]. При этом каких-либо 
токсических эффектов при введении в организм ла-
бораторных животных высоких доз рекомбинантного 
Prx6 не наблюдалось. Введение Prx6 до или после 
неблагоприятного воздействия способствует сохра-
нению либо быстрому восстановлению морфофунк-
ционального состояния тканей, что может говорить о 
высокой терапевтической эффективности белка [3].

Благодаря этим особенностям Prx6 можно рас-
сматривать в качестве потенциального агента в пер-
фузионных растворах для сохранения и последую-
щей трансплантации изолированных органов.

На основе полученных данных можно предполо-
жить, что Prx6 смягчает реперфузионное повреж-
дение миокарда после продолжительной ишемии. 
В пользу этого говорит меньшее повышение концент-
рации тропонина I, а также лучшая сократимость 
мио карда в группе 2. Тем не менее следует отме-
тить, что наряду с объективными методами оцен-
ки повреждения миокарда в проведенной работе 
сократимость миокарда оценивалась субъективно, 
мануальным методом, что является ограничением 
исследования. Возможно, что исследование Prx6 в 
экспериментах на изолированном сердце на уста-
новке Лангендорфа поможет прояснить перспективу 
применения Prx6 в трансплантологии.

ЗАКлЮчеНие
Экспериментальные исследования показали, что 

Prx6 может рассматриваться в качестве потенциаль-
ного агента в перфузионных растворах с целью защи-
ты эксплантированных органов. Однако требуются 
дальнейшие экспериментальные исследования, ко-

торые позволят уточнить и количественно измерить 
защитный эффект Prx6.
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