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Экспрессия киназы Akt в желудочках сердца  
при гипоксическом прекондиционировании  
и ремоделировании миокарда

Исследовали влияние гипоксического прекондиционирования и ремоделирования на экспрессию киназы 
Akt в желудочках сердца. Крыс-самцов линии Вистар, выращенных на равнине или в среднегорье 
(2100 м над уровнем моря), подвергали гипоксическому прекондиционированию путем «подъема» в 
барокамере на «высоту» 5600 м на 3 ч. Экспрессию Akt определяли методом иммуноблоттинга в 
правом и левом желудочках сердца. Установлено, что гипоксическое прекондиционирование вызы-
вает индукцию киназы Akt в желудочках сердца в течение периода отсроченной кардиопротекции 
(1-3-и сутки после воздействия). Ремоделирование миокарда при хронической гипоксии в средне-
горье было ассоциировано с повышенным уровнем экспрессии Akt в миокарде, в большей степени 
в левом желудочке сердца. Прогрессия гипоксического ремоделирования миокарда, выявленная у 
части животных, сопровождалась редукцией гипоксической реактивности клеток, в том числе 
индукции Akt в ответ на прекондиционирование. Таким образом, установлено участие киназы Akt в 
механизмах позднего гипоксичеcкого прекондиционирования и ремоделирования миокарда при хро-
нической гипоксии. Обнаружен ингибиторный регуляторный механизм, лимитирующий индукцию 
Akt в ремоделированном миокарде.
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ВВЕДЕНИЕ

Активация сигнальных путей кардиомиоци-
тов определяет развитие клеточного ответа 
при стимуляции или повреждении миокарда. 
Важным регуляторным звеном этих механиз-
мов может быть киназа Akt, также известная 
как протеинкиназа В (РКВ). Как и другие 
серин-треониновые киназы, Akt обладает 
функцией предотвращать повреждение кле-
ток, поддерживать их жизнеспособность и 
подавлять апоптоз [8, 20]. Благодаря этому 
активация Akt в миокарде, в том числе в таких 
клетках, как кардиомиоциты, фибробласты, 
гладкомышечные клетки сосудов и эндоте-
лиоциты, признана протекторной [1–3, 8, 15, 
25]. Участие Akt во множественных каскадах 
сигнальных путей позволяет определить ее 

роль как молекулы, которая интегрирует 
внутриклеточные сигналы и запускает адап-
тивный ответ [20]. Показано, что эта киназа 
участвует в регуляции процессов роста, 
пролиферации или гибели клетки, а также 
влияет на клеточный метаболизм, транспорт 
глюкозы, экспрессию генов и межклеточную 
коммуникацию путем индукции пара- и ауто-
кринных факторов [8, 13, 20], что указывает 
на ее возможную роль в кардиопротекции при 
прекондиционировании и ремоделировании 
миокарда.

Основные сигнальные пути, определяю-
щие возможную роль Akt в этих механизмах, 
представлены на рис. 1. Стимуляция ряда 
клеточных рецепторов через РІ3-киназу 
(РI3К) активирует Akt и множественные ко-
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нечные эффекторы этого сигнального пути. 
Так, действие инсулиноподобного фактора 
роста (IGF-I) приводит к Akt-опосредованной 
редукции апоптотической гибели кардиоми-
оцитов при ишемии-реперфузии, перегрузке 
давлением и оксидативном стрессе [2, 3, 
6], а снижение активности Akt стимулирует 
апоптоз при сердечной недостаточности [1]. 
Среди эффекторных звеньев Akt-зависимых 
механизмов, способствующих выживанию 
клеток, нужно выделить деактивацию про-
апоптотических белков семейства Bcl-2 
и транскрипционных факторов Forkhead 
(FOXO), регуляцию обмена Ca2+, поддержа-
ние выживания эндогенных стволовых клеток 
сердца, замещающих нехватку кардиомиоци-
тов [7, 13, 22, 24]. Важным эффектом является 
стимуляция эндотелиальной продукции NO, 
обеспечивающего релаксацию желудочков 
сердца и регулирующего ангиогенез и ремо-
делирование миокарда [6, 9, 19]. 

Развитие ремоделирования определяется 
соотношением процессов роста, пролифера-
ции или программируемой гибели клетки, 
которые также могут опосредоваться киназой 
Akt (см. рис. 1). В эмбриональном сердце 
Akt регулирует пролиферацию кардиомио-
цитов с помощью нескольких эффекторных 
механизмов, прежде всего, ингибирования 
киназы гликогенсинтазы GSK-3β и FOXO 
[10, 12]. В отличие от неонатальных, кардио-
миоциты взрослого организма растут преи-
мущественно путем гипертрофии [4]. Среди 
механизмов, восстанавливающих клеточный 
цикл в кардиомиоцитах взрослых особей, 
идентифицирован сигнальный путь IGF-I/
Akt, активирующий циклины D/E/A и инду-
цирующий синтез ДНК [4, 5]. В патологиче-
ских условиях, в том числе при ишемическом 
повреждении миокарда, рост активности Akt 
сопровождается привлечением стволовых 
клеток сердца, ингибирование Akt редуци-
рует их пролиферацию, а ингибирование 
GSK-3β стимулирует их клеточный рост 
[21, 22]. Эти данные свидетельствуют, что 
активация пути РІ3К/Akt играет ключевую 

роль в пролиферации кардиомиоцитов и их 
клеток-предшественников.

Роль Akt в развитии гипертрофии пред-
ставляется противоречивой [11]. Показано, 
что Akt положительно регулирует гипертро-
фию кардиомиоцитов путем ингибирова-
ния FOXO, а нарушение этого сигнального 
механизма вызывает патологическое ремо-
делирование [10]. Функция киназы регу-
лируется также благодаря ее транслокации 
[18], оверекспрессия ядерной Akt повышает 
кардиопротекцию и противодействует гипер-
трофии [17, 23]. 

Ввиду участия киназы Akt во множествен-
ных сигнальных путях и возможности вза-
имной регуляции их звеньев представляется 
важной последовательность активации этих 
механизмов в течение ответа на повреждение 
или стимуляцию. Однако такие временные 
характеристики активации процессов выжи-
вания, пролиферации или клеточного роста 
в тканях в ответ на раздражители крайне 
недостаточно исследованы [11].

Исследования роли Akt в прекондициони-
ровании в основном касаются раннего «окна» 
кардиопротекции и выполнены на модели 
ишемического прекондиционирования. Роль 
сигнального пути PI3K/Akt в немедленной 
кардиопротекции признается неоднозначной, 
его защитное действие направлено на ограни-
чение размера инфаркта и апоптоза, но не на 
развитие аритмий [14, 16, 25]. Однако участие 
Akt-опосредованных сигнальных путей в 
гипоксическом прекондиционировании и их 
роль в позднем периоде кардиопротекции до 
сих пор не охарактеризованы.

На основании имеющихся данных мож-
но высказать предположение о возможном 
прямом или опосредованном действии ги-
поксии на Akt-зависимые сигнальные пути 
кардиомиоцитов (см. рис. 1) не только путем 
активации этой киназы, но и путем индукции 
ее экспрессии в миокарде, что может вызы-
вать как  кардиопротекторные эффекты, так 
и ремоделирование миокарда. Целью работы 
было определить изменения экспрессии Akt 
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при гипоксическом прекондиционировании и 
ремоделировании миокарда у крыс.

МЕТОДИКА

Исследования проводили на крысах-самцах 
линии Вистар в возрасте 6-8 мес, выращен-
ных и постоянно содержавшихся на равнине 
(г. Киев, 1-я группа) или в условиях сред-
негорья (2100 м над уровнем моря, Приэ-
льбрусье, 2-я группа). Все манипуляции с 
животными проводили согласно требованиям 
«Европейской Конвенции о защите позво-
ночных животных, используемых с экспери-
ментальными и другими научными целями» 
(Страсбург, 1986). Гипоксическое преконди-
ционирование осуществляли с помощью воз-
действия на крыс обеих групп острой гипоба-
рической гипоксии («подъем» в барокамере 
на «высоту» 5600 м в течение 3 ч). Образцы 
тканей отбирали через 1, 3, 5 сут после ги-
поксического прекондиционирования. Крыс 
гепаринизировали, под уретановым наркозом 
(1,5 г/кг массы тела) вскрывали грудную 
клетку и быстро извлекали сердце, помещали 
в физиологический раствор хлорида натрия 
при 0 оС. Отделяли правый желудочек сердца 

от левого (с перегородкой), образцы тканей 
немедленно замораживали в жидком азоте. 
Развитие гипоксического ремоделирования 
сердца животных определяли с помощью 
расчета индекса отношения массы правого 
желудочка сердца к массе левого желудочка 
с перегородкой. 

Для экстракции белков после механиче-
ского измельчения в жидком азоте образцы 
тканей гомогенизировали в лизис-буфере 
(Трис-HCl - 5 ммоль / л, рН 7,5, глицерин 
- 10%, ЭДТА и ЭГТА - по 0,5 ммоль / л, ди-
тиотреитол - 2 ммоль / л, фенилметилсуль-
фонил фторид - 0,2 ммоль / л, смесь инги-
биторов протеаз - 1%, Тритон Х-100 - 0,1%), 
центрифугировали 20 мин (10000 g, 4 ° С). В 
супернатантах определяли содержание белка 
бицинхониновым методом с помощью набора 
реактивов ВСА-1 («Sigma», США). 

Экспрессию белков изучали методом 
иммуноблоттинга (Western blotting) с исполь-
зованием моноклональных анти-Akt антител 
фирмы «BD Pharmingen» (США), реактивов 
фирмы «Sigma» (США), аппаратуры «BioRad 
Labs» (США) и протоколов производителей. 
Денатурированные супернатанты (по 100 
мкг белка) разделяли на 7,5% SDS-PAGE 

Рис. 1. Схема Akt-опосредованных механизмов клеточных реакций

Экспрессия киназы Akt в желудочках сердца
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и переносили на поливинилдифторидные 
мембраны. Инкубацию со специфическими 
антителами проводили в разведении 1 мкг/мл 
в течение 1 ч. Для детекции белков исполь-
зовали набор ProteoQuest Western blotting kit 
(«Sigma», США). Иммуносвязывание прово-
дили видоспецифическим иммуноглобули-
ном G, меченным пероксидазой, окрашивание 
осуществляли в реакции с тетраметилбензи-
дином. Интенсивность окрашивания опреде-
ляли с помощью компьютерной денситоме-
трии и представляли в условных единицах. 

Обработку результатов проводили с ис-
пользованием общепринятых методов вариа-
ционной статистики, для оценки значимости 
статистических показателей применяли 
критерии t Стьюдента и Уилкоксона-Манна-
Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Условия хронической гипоксии в средне
горье являются фактором, стимулирующим 
гипоскическое ремоделирование сердца. При 
определении морфометрических показателей 
сердца у крыс 1-й группы не было обнару-
жено гипертрофии миокарда (рис. 2). В то 
же время у животных 2-й группы выявлено 
гипоксическое ремоделирование, причем 
крысы распределялись на две подгруппы с 
достоверно различной степенью гипертро-
фии правого желудочка сердца (P<0,05), 
которые были обозначены нами (в условиях 
данного эксперимента) как гипертрофия I и 
II степени (см. рис. 2).

При определении экспрессии киназы Akt 
у крыс 1-й группы выявлено ее преобладание 
в правом желудочке сердца (P<0,05, рис. 3), 
тогда как у акклиматизированных к средне-
горью животных наблюдали преобладание 
показателей в левом желудочке. При гипер-
трофии правого желудочка I степени возра-
стала экспрессия киназы в левом желудочке 
по сравнению с равнинным контролем, тогда 
как в правом желудочке рост экспрессии ог-
раничивался (P<0,05, см. рис. 3).

При гипертрофии правого желудочка II 
степени показатели экспрессии были выше 
в 1,9-2,4 раза в обоих желудочках по сравне-
нию с таковыми при I степени гипертрофии 
(P<0,05, см. рис. 3). Это свидетельствует о 
связи степени роста кардиомиоцитов с экс-
прессией Akt, с одной стороны, и об усилении 
цитопротекторных механизмов при росте 
гипоксического ремоделирования миокарда, 
с другой, при этом в левом желудочке эти 
процессы более выражены. Полученные 
результаты могут указывать на прогипертро-
фическую роль киназы при хронической ги-
поксии и соответствуют данным литературы 
о положительной регуляции Akt процессов 
гипертрофии миокарда [10].

В случае воздействии гипоксического 
прекондиционирования экспрессия киназы 
в миокарде желудочков сердца значительно 
изменялась. У крыс 1-й группы наблюдали 
отчетливую индукцию Akt в обоих желудоч-
ках сердца с преобладанием в левом (см. рис. 
3) через сутки после воздействия острой ги-
поксии, в дальнейшем показатели экспрессии 
постепенно уменьшались. Следует отметить, 
что в правом желудочке показатели нормали-
зовались на 3-и сутки после действия острой 
гипоксии, что соответствует длительности 
второго (позднего) «окна» кардиопротекции 

Рис. 2. Соотношение массы правого и левого желудочков 
сердца у крыс 1-й (1) и 2-й (2) групп. 0, I, II - степень 
гипертрофии правого желудочка сердца 
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при прекондиционировании. В то же время 
в левом желудочке индукция киназы была 
гораздо более высокой, чем в правом, уже на 
1-е сутки, и сохранялась повышенной на 5-е 
сутки после прекондиционирования. Эти по-
казатели позволяют сделать ряд заключений: 
1) индукция Akt в обоих желудочках сердца 

играет роль в цитопротекторных механизмах 
позднего прекондиционирования; 2) из-за 
возможной прогипертрофической роли Akt 
при действии гипоксии индукция киназы в 
правом желудочке органичивается как по 
величине прироста, так и по длительности 
экспрессии.

Ремоделирование миокарда вследствие 
хронической гипоксии существенно изме-
няло реакцию на прекондиционирование. У 
крыс 2-й группы с гипертрофией миокарда 
І степени экспрессия киназы Akt в правом 
желудочке значительно возрастала уже через 
сутки после воздействия острой гипоксии и 
продолжала расти на 5-е сутки (P <0,05, см. 
рис. 3). В отличие от этого, в левом желудочке 
наблюдали уменьшение экспрессии Akt на 1-е 
сутки после воздействия, последующий рост 
показателей был менее значительным, чем в 
правом желудочке, с максимумом на 3 сутки 
эксперимента (см. рис. 3). При сравнении с 
показателями на равнине следует отметить, что 
в левом желудочке максимальная экспрессия 
не изменялась количественно, но развивалась 
в более позднем периоде. В правом желудочке, 
однако, наблюдался количественный прирост 
экспрессии во все сроки исследования и дли-
тельное сохранение повышенных показателей, 
что может указывать на дополнительную 
стимуляцию индукции Akt (или прекращение 
действия ограничительных механизмов) ввиду 
функционального напряжения правого желу-
дочка при хронической гипоксии.

Напротив, в желудочках сердца с гипер-
трофией II степени экспрессия Akt достовер-
но уменьшались после воздействия острой 
гипоксии (P<0,05, см. рис. 3). Таким образом, 
прогрессия гипертрофии сопровождалась 
редукцией гипоксической реактивности 
белка Akt, что можно рассматривать как 
протекторный ограничительный механизм, 
предупреждающий развитие патологического 
ремоделирования миокарда.

Исследования роли Akt в кардиопротек-
ции при хронической гипоксии проводились 
до сих пор в единичных работах. В частности, 

Рис. 3. Экспрессия белка Akt после гипоксического пре-
кондиционирования в миокарде крыс 1-й группы (а) и 
2-й группы с І (б) и ІІ (в) степенью гипертрофии правого 
желудочка. 1 – правый желудочек, 2 – левый желудочек; 
І – контроль, ІІ, ІІІ, ІV – через 1, 3, 5 сут после преконди-
ционирования
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установлено, что PI3K/Akt частично опосре-
довали уменьшение размера инфаркта у крыс, 
предварительно адаптированных к прерыви-
стой гипобарической гипоксии [16]. Согласно 
данным экспериментов с использованием 
блокаторов, при ишемическом прекондицио-
нировании роль PI3K/Akt в кардиопротекции 
представлялась более весомой, чем при хро-
нической гипоксии [16]. Однако эти исследо-
вания касались только активации киназы без 
определения изменений экспрессии белка. 

Полученные нами результаты значитель-
но уточняют характеристику исследуемых 
процессов и дают основания для дифферен-
циации роли Akt в молекулярных механизмах 
позднего прекондиционирования в зависи-
мости от степени ее индукции. Неадаптиро-
ванные к гипоксии животные демонстрируют 
наибольшую способность к индукции Akt в 
ответ на прекондиционирующий стимул. Это 
хорошо согласуется с данными литературы 
о роли этой киназы в опосредовании инфар-
ктлимитирующего эффекта  прекондицио-
нирования [14, 16]. В нашей работе впервые 
показано, что во время позднего «окна» 
кардиопротекции происходит рост экспрес-
сии Akt. Это может значительно усиливать 
протекторный ответ клетки при инфаркте.

У акклиматизированных к среднегорью 
крыс экспрессия Akt значительно возраста-
ет, положительно коррелируя со степенью 
гипоксического ремоделирования правого 
желудочка. Наличие двух разных степеней ги-
пертрофии и разного паттерна реактивности 
кардиомиоцитов у этих животных может быть 
обусловлено различием чувствительности 
к гипоксии (бóльшая степень гипертрофии 
у низкоустойчивых к гипоксии животных), 
однако в эксперименте мы не устанавлива-
ли этой зависимости ввиду значительного 
влияния метода определения устойчивости к 
гипоксии на кардиопротекторные феномены. 
В то же время у животных с гипертрофией 
способность Akt к дальнейшей индукции 
(при прекондиционировании) прогрессивно 
снижается: при І степени гипертрофии при-

рост экспрессии развивается более медленно, 
а при ІІ степени вообще редуцируется. Та-
кое снижение гипоксической реактивности 
кардиомиоцитов может быть направлено, 
прежде всего, на ограничение дальнейшего 
клеточного роста, однако и Akt-опосредо-
ванные механизмы прекондиционирования 
при этом постепенно утрачивают свою роль. 
Эти результаты также хорошо согласуются с 
данными литературы о меньшем участии Akt-
зависимых механизмов в кардиопротекции, 
вызванной хронической гипоксией, нежели 
ишемическим прекондиционированием [16].  
Кроме того, показано, что активация Akt и на-
личие РІ3К-зависимого сигнала коррелируют 
с пролиферативным ростом кардиомиоцитов, 
а при последующей дифференциации клеток 
активность Akt редуцируется [15, 20–22]. 
Исходя из этого, можно предполагать, что 
суппрессия гипоксической индукции киназы 
Akt в гипертрофированном сердце является 
звеном протекторного механизма, направ-
ленного на предотвращение дальнейшего 
клеточного роста и патологического ремоде-
лирования миокарда. 

ВЫВОДЫ

Гипоксическое прекондиционирование вы-
зывает индукцию киназы Akt в желудочках 
сердца в течение периода отсроченной карди-
опротекции (1-3-и сутки после воздействия).

Ремоделирование миокарда при хрони-
ческой гипоксии ассоциировано с повышен-
ным уровнем экспрессии Akt в миокарде, в 
большей степени в левом желудочке сердца. 

Прогрессия гипоксического ремоделиро-
вания миокарда сопровождается редукцией 
гипоксической реактивности клеток, в том 
числе индукции Akt в ответ на прекондици-
онирование. 
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Експресія кінази Akt у шлуночках 
серця при гіпоксичному  
прекондиціюванні  
та ремоделюванні міокарда

Активація Akt-залежних механізмів може відігравати 
істотну роль у клітинній відповіді при гіпоксичному 
прекондиціюванні та ремоделюванні міокарда. Дослід-
жували вплив гіпоксичного прекондиціювання та ремо-
делювання на експресію кінази Akt в шлуночках серця. 
Щурів - самців лінії Вістар, які проживали на рівнині 
або середньогір’ї (2100 м н.р.м.), піддавали гіпоксично-
му прекондиціюванню шляхом «підйому» в барокамері 
на «висоту» 5600 м на 3 год. Експресію Akt визначали 
методом імуноблотингу в правому і лівому шлуночках 
серця. Встановлено, що гіпоксичне прекондиціювання 
викликає індукцію кінази Akt в шлуночках серця протягом 
періоду відстроченої кардіопротекції (1-3-тя доба після 
впливу). Ремоделювання міокарда при хронічній гіпоксії 
у середньогір’ї було асоційоване з підвищеним рівнем ек-
спресії Akt в міокарді, більшою мірою в лівому шлуночку 
серця. Прогресія гіпоксичного ремоделювання міокарда, 
виявлена у частини тварин, супроводжувалася редукцією 
гіпоксичної реактивності клітин, в тому числі індукції Akt 
у відповідь на прекондиціювання. Таким чином, виявлено 
участь кінази Akt у механізмах пізнього гіпоксичного пре-
кондиціювання і ремоделювання міокарда при хронічній 
гіпоксії. Виявлено інгібіторний регуляторний механізм, 
який лімітує індукцію Akt в ремодельованому міокарді.

A.G.Portnychenko, T.Yu.Lapikova - Bryginska, 
M.I.Vasilenko, G.V.Portnichenko, LN Maslov,  
AA Moibenko

The expression of Akt kinase in the 
heart ventricles under hypoxic 
preconditioning and myocardial 
remodeling

Activation of Akt-dependent mechanisms may play a 
significant role in the cellular response under hypoxic 
preconditioning and myocardial remodeling. The impact of 
hypoxic preconditioning, and remodeling on the expression 
of Akt kinase in the heart ventricles was investigated. Wistar 
male rats, the residents of plains or middle altitude (2100 m 
above sea level), were exposed to hypoxic preconditioning 
by «lifting» in the barochamber at the «height» of 5,600 m 
in 3 h. In the right and left ventricles of the heart, Akt protein 
expression was determined by Western blotting. It was 
shown, that hypoxic preconditioning causes the induction 
of Akt kinase in the ventricles during the period of delayed 
cardioprotection (1-3 days after preconditioning). Myocardial 

remodeling induced by chronic hypoxia in middle altitude was 
associated with elevated Akt expression in the myocardium, 
more pronounced in the left ventricle. Progression of hypoxic 
myocardial remodeling found in part of the animals was 
accompanied by a reduction of the cell hypoxic reactivity, 
including Akt induction in response to preconditioning. Thus, 
Akt kinase is involved in the mechanisms of hypoxia induced 
late preconditioning and myocardial remodeling in chronic 
hypoxia. Іnhibitory regulatory mechanism was found to limit 
the induction of Akt in myocardium after remodeling.
Key words: hypoxic myocardial preconditioning, hypoxic 
myocardial remodeling, Akt kinase expression.
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