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Исследована активность каспазы 3 и каспазы 8 в миокарде левого желудочка кроликов при экспериментальной артериальной 
гипертензии, вызванной сужением брюшной аорты. 
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Caspase-3 and caspase-8 activity was investigated in left ventricular myocardial cells of rabbits with experimental arterial hypertension caused by ste-
nosis of the abdominal aorta.  
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Артериальная гипертензия (АГ) является одним из 
наиболее распространенных видов патологии сер-
дечно-сосудистой системы. Ее прогрессирование 
часто сопровождается развитием хронической 
сердечной недостаточности (ХСН) [1]. Анализ со-
стояния исследований в данной области показал, 
что большое влияние на формирование ХСН ока-
зывает программированная гибель кардиомиоци-
тов, являющихся в большинстве своем детермини-
рованными клетками [2−4]. Несмотря на наличие 
многочисленных данных, доказывающих повыше-
ние интенсивности апоптоза клеток миокарда при 
АГ, молекулярные механизмы, которые регули-
руют данный процесс, остаются не до конца изу-
ченными. На современном этапе развития медико-
биологических наук большинство экспериментов 
проводятся с применением TUNEL (terminal 
deoxynucleotide nick-end labeling) или морфологи-
ческих методов детекции апоптотической гибели 
клеток [5, 6]. Однако эти методы позволяют лишь 
установить факт апоптоза и его интенсивность. 
Для выявления механизмов инициации програм-
мированной клеточной гибели (ПКГ) более ин-
формативным является биохимическое исследова-
ние. Оно заключается в оценке активности каспаз, 
относящихся к ключевым проапоптотическим 

ферментам. Изучение активности эффекторной 
каспазы 3 позволяет определить интенсивность 
апоптоза, а инициаторной каспазы 8 – выявить во-
влеченность внешнего (рецепторного) механизма 
в индукцию процесса [7, 8]. 

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  – определение 
интенсивности и возможных путей инициации 
апоптоза клеток миокарда левого желудочка серд-
ца кроликов в динамике развития вазоренальной 
артериальной гипертензии. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Эксперименты проводились на 25 самцах кроли-
ков породы «Шиншилла» массой 2,4...2,7 кг. Жи-
вотные были разделены на 4 группы – контроль-
ную (n = 6) и 3 опытных: животные с одно- 
(n = 6), двух- (n = 6) и четырехнедельной (n = 7) 
АГ. У кроликов опытных групп моделировали ва-
зоренальную АГ по Голдблатт путем сужения 
брюшной аорты на 1/3 от исходного диаметра над 
местом отхождения от нее почечных артерий. В 
указанные выше сроки исследования животным 
вскрывали грудную клетку и производили экс-
тирпацию сердца. Аналогичным образом получа-
ли материал у интактных кроликов контрольной 
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группы. Все описанные манипуляции осуществ-
лялись под общим обезболиванием. Содержание 
животных и работа с ними проводились в соот-
ветствии с приказом Минздрава СССР № 755 от 
12.08.1977 г. 

Ткань миокарда левого желудочка сердца 
кроликов измельчали в гомогенизаторе «WiseTis» 
серии HG-15 («Daihan Scientific», Южная Корея ) с 
ротором 8 мм при скорости 4500 об/мин. Для это-
го использовали среду выделения (20 мM HEPES, 
pH 7,5, 10 мM KCl, 1,5 мM MgCl2, 1 мM ДТТ), к 
которой добавляли коктейль ингибиторов протеаз 
(104 мM AEBSF, 0,08 мМ апротинин, 1,5 мМ пеп-
статин А, 2 мМ лейпептин, 4 мМ бестатин, 1,4 мМ 
Е-64) в соотношении 100:1 (все реактивы были 
произведены фирмой «Sigma», CША). Гомогенаты 
центрифугировали в микроцентрифуге «Heraeus 
fresco 17» («Thermo Electron LED GmbH», Герма-
ния) при 15000 g в течение 30 мин при температу-
ре +4 °С и полученные супернатанты использова-
ли для оценки активности каспазы 3 и каспазы 8. 

Активность каспазы 3 определяли колори-
метрическим методом по скорости расщепления 
синтетического субстрата Ac-DEVD-pNA (N-
ацетил-Асп-Глу-Вал-Асп-нитроанилин, «Sigma», 
США). Супернатант инкубировали в 96-луночных 
микропланшетах в течение 95 мин при 37 °С в ре-
акционном буфере (20 мМ HEPES, pH 7,4, 2 мМ 
ЭДТА, 5 мМ дитиотреитол, 0,1 % CHAPS) в двух 
параллельных пробах, одна из которых содержала 
20 нмоль Ac-DEVD-pNA, а другая − 20 нмоль Ac-
DEVD-pNA и 2 нмоль специфического ингибитора 
каспазы 3 Ac-DEVD-CHO. Оптическую плотность 
регистрировали каждые 10 мин на ИФА-ридере 
«Sunrise» («Tecan», Швейцария) при длине волны 
405 нм. Активность каспазы 3 рассчитывали по 
разнице скоростей расщепления субстрата в про-
бах без ингибитора и в присутствии ингибитора с 
учетом калибровочной кривой оптической плот-
ности стандарта pNA. 

Активность каспазы 8 определяли колори-
метрическим методом по скорости расщепления 
синтетического субстрата Ac-IETD-pNA (N-
ацетил-Иле-Глу-Тре-Асп-нитроанилин, «Sigma», 
США). Супернатант инкубировали в 96-луночных 
микропланшетах при 37 °С в реакционном буфере 
(20 мМ HEPES, pH 7,4, 2 мМ ЭДТА, 5 мМ дитиот-
реитол, 0,1% CHAPS, 5 % сахароза) в двух парал-
лельных пробах, одна из которых содержала 
20 нмоль Ac-IETD-pNA, а другая − 20 нмоль Ac-
IETD-pNA и 0,05 нмоль специфического ингиби-
тора каспазы 8 Ac-IETD-CHO. Оптическую плот-
ность регистрировали каждые 10 мин в течение 1 ч 
на ИФА-ридере «Sunrise» («Tecan», Швейцария) 
при длине волны 405 нм. Активность каспазы 8 
рассчитывали по разнице скоростей расщепления 
субстрата в пробах без ингибитора и в присутст-
вии ингибитора с учетом калибровочной кривой 
оптической плотности стандарта pNA.  

Исследования проводились на оборудовании 
Центра коллективного пользования (НОЦ) РУДН 
и кафедры общей патологии и патологической фи-
зиологии медицинского факультета РУДН.  

Статистические расчеты осуществлялись с 
использованием программы STATISTICA 6.0 
(«StatSoft Inc.», США), для оценки достоверности 
различий изучаемых выборок применялся U-кри-
терий Манна−Уитни. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

В таблице приведены результаты оценки активно-
сти каспазы 3 и каспазы 8 в миокарде левого желу-
дочка сердца кроликов при экспериментальной АГ.  

В течение двух недель после моделирования 
АГ отличий в активности каспазы 3 у контроль-
ных и опытных животных обнаружено не было. 
Достоверное увеличение активности данного фер-
мента в миокарде левого желудочка наблюдалось 
лишь у животных с четырехнедельной АГ. Имен-
но на этом сроке впоследствии определялась ак-
тивность каспазы 8, и была обнаружена выражен-

Активность каспаз в миокарде левого желудочка кроликов при вазоренальной артериальной гипертензии, M±m 

Группа 
Показатель 

Контроль Одна неделя Две недели Четыре недели 

Каспаза 3, нмоль/(мин·мл) 0,27±0,03 0,27±0,03 0,27±0,03 0,36±0,02* 

Каспаза 8, нмоль/(мин·мл) 0,99±0,16 − − 1,39±0,11 

П р и м е ч а н и е :  * − показатель достоверно отличается от контроля при р ≤ 0,05. 
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ная тенденция к ее росту, однако отличие от кон-
троля оказалось недостоверным. 

Таким образом, полученные результаты по-
зволяют говорить о значимом возрастании интен-
сивности апоптотических процессов в клетках 
миокарда левого желудочка при вазоренальной 
артериальной гипертензии. Недостоверность от-
личий в активности каспазы 8 у контрольной и 
опытных групп животных свидетельствует о пре-
обладании митохондриального (внутреннего) ме-
ханизма инициации клеточной гибели.  

Вероятно, фактором, создающим условия для 
усиления ПКГ, в данном случае выступает хрони-
ческая перегрузка левого желудочка, возникающая 
в результате АГ. В проведенных ранее исследова-
ниях на самцах кроликов с острой перегрузкой ле-
вого желудочка, вызванной сужением восходящей 
аорты, также было обнаружено достоверное уве-
личение активности каспазы 3 в миокарде левого 
желудочка, однако индукция каспазного каскада 
осуществлялась по рецептор-опосредованному пу-
ти [9]. Это позволяет предположить, что апоптоз 
выступает неспецифической реакцией миокарда на 
развивающуюся перегрузку, и отличия касаются 
лишь способов инициации процесса. Острая пере-
грузка приводит к повреждению структурных 
элементов сердечной мышцы, что сопровождается 
развитием воспалительной реакции и, как следст-
вие, активацией каспазы 8. При медленно разви-
вающейся перегрузке, обусловленной АГ, воспа-
ление отсутствует, и рецепторный механизм не 
участвует в индукции ПКГ. В этой связи интерес-
ны результаты, полученные при изучении актив-
ности каспаз в миокарде правого желудочка при 
острой перегрузке левого желудочка [9]. В данном 
случае нагрузка на миокард правого желудочка 
развивается не столь резко и вызывается застоем 
крови в малом круге кровообращения. Как оказа-
лось, активация апоптоза при этом происходит по 
митохондриальному пути, т.е. так же, как и при 
хронической перегрузке, обусловленной артери-
альной гипертензией.  

Согласно современным данным, существуют 
различные механизмы, способствующие высвобо-
ждению проапоптотических факторов из митохон-
дрий при АГ. Так, было обнаружено, что при рас-
тяжении кардиомиоцитов in vitro усиливается вы-
работка активных форм кислорода, что индуциру-
ет апоптотическую гибель клеток [10, 11]. Также 
показано, что ангиотензин II (АТ II), связываясь с 
рецепторами, стимулирует клеточную гибель че-
рез активацию белка р53 [12, 13]. Более того, про-

апоптотический эффект АТ II может быть частич-
но обусловлен и стимуляцией синтеза альдостеро-
на in vivo [14]. Можно также предположить, что 
ПКГ кардиомиоцитов усиливается в результате 
повышения концентрации цитозольного кальция, 
что способствует увеличению проницаемости ми-
тохондриальной мембраны и активации внутрен-
него механизма инициации апоптоза [2, 15, 16]. 
Известно, что АГ, увеличивающая нагрузку на 
сердечную мышцу и сопровождающаяся ремоде-
лированием и гипертрофией миокарда, приводит к 
увеличению потребления клетками АТФ и гипок-
сии, вследствие чего формируется дефицит энер-
гии в кардиомиоцитах. Дисбаланс энергопродук-
ции и энергопотребления, обусловленный недос-
татком восполнения энергии в клетках, может 
также стать результатом кальциевой перегрузки 
митохондрий [17]. Обнаружено, что снижение со-
держания АТФ в клетках способствует активации 
белка р53, формированию апоптосомы и индукции 
каспазозависимой апоптотической гибели [18, 19]. 
Таким образом, механизмы, играющие ключевую 
роль в инициации программированной гибели 
клеток миокарда in vivo, требуют дальнейшего бо-
лее глубокого изучения. 

ВЫВОДЫ 

1. При экспериментальной артериальной гипер-
тензии повышается активность каспазы 3 в мио-
карде левого желудочка, что указывает на усиле-
ние апоптотических процессов в миокарде на фоне 
хронической перегрузки сердца. 

2. Отсутствие достоверного повышения ак-
тивности каспазы 8 в левом желудочке свидетель-
ствует об инициации каспазного каскада по внут-
реннему сигнальному пути.  

Работа выполнена в рамках Федеральной целе-
вой программы «Научные и научно-педагогические 
кадры инновационной России» на 2009 − 2013 гг. 
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Arterial hypertension (AH) is one of the dominant cardiovascular disorders that can often result in heart failure. It has been suggested 
that apoptosis may play a key role in heart failure as it causes the progressive loss of cardiomyocytes. Despite of many experimental 
data in this area, regulators of death and survival pathways in myocardial cell response to AH  require further study. The experiment 
was performed on adult male Chinchilla rabbits in which arterial hypertension was modeled by abdominal aorta banding by 1/3 of its 
initial diameter. 1, 2 and 4 weeks later caspase-3 activity was measured in left ventricular myocardial cells. The activity significantly 
increased 4 weeks after modeling of AH. These results demonstrated enhanced apoptosis in left ventricular myocardial cells in experi-
mental arterial hypertension. Caspase-8 activity was determined at 4 weeks after surgery. Absence of significant increasing of the ac-
tivity indicated the predominance of intrinsic apoptogenic signals.  



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


