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Зміни активності трипептидил-пептидази II  
у тканинах аорти при експериментальному  
атеросклерозі та артеріальній гіпертензії

Зміни активності внутрішньоклітинних протеолітичних систем – важлива ланка в механізмах 
атеросклеротичного пошкодження судинної стінки та артеріальної гіпертензії. Однією з малови-
вчених гігантських протеаз є трипептидил-пептидаза (ТПП) ІІ, що забезпечує гідроліз пептидів, які 
утворюються після протеасомного протеолізу. В експериментах з моделювання холестеринового 
атеросклерозу у кролів (протягом 2 міс отримували корм зі 1%-м вмістом холестирину) встанов-
лено суттєве зниження (на 64 %, Р<0,05) активності ТПП ІІ у тканинах аорти. Показано, що 
холестеринова дієта зі спонтанною гіпертензією щурів також знижує активність досліджуваної 
протеази (на 50 %, Р<0,05), яка у щурів лінії Вістар не змінювалася. Застосування препаратів 
кверцетину запобігало пригніченню активності в тканинах аорти кролів при експериментальній 
гіперхолестеринемії та у щурів лінії SHR. Наші результати свідчать, що зміни активності ТПП ІІ 
призводять до ушкодження судинної стінки при атеросклерозі та артеріальній гіпертензії.
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ВСТУП 

Регуляція обміну внутрішньоклітинних 
протеїнів – один з ключових процесів у 
життєдіяльності клітини, а його порушення 
спричинює розвиток багатьох патологічних 
змін. Основною системою, що залучається 
до регуляції кількості та контролю якості 
білків клітини, є протеасомний протеоліз, 
що відзначається високою специфічністю 
відносно субстрату та швидкості його утилі-
зації [1]. Протеасомна деградація є основним, 
але не єдиним фактором, що спричинює 
протеоліз, вона доповнюється так званими 
постпротеасомними протеазами, зокрема 
трипептидил-пептидазою ІІ (ТПП ІІ) [2–4]. 
Головна роль цієї гігантської протеази поля-
гає у розрізанні на трипептиди тих залишків 
білка, що залишаються після протеасомного 
протеолізу, а за умов його порушення ТПП 
ІІ може частково перебирати на себе функції 
протеасоми [5]. Крім цієї протеази, до про-

цесингу продуктів протеасомного протеолізу 
мають відношення й інші внутрішньоклітин-
ні пептидази (LAP, TOP, BH, PSA), але тільки 
ТПП ІІ здатна до деградації пептидів довжи-
ною понад 15 амінокислотних залишків [3]. 

ТПП ІІ – це серинова пептидаза, що 
складається з двох ланцюгів, які побудовані 
з ідентичних субодиниць (молекулярна маса 
138 кДа), і, залежно від їх кількості, маса 
комплексу ТПП ІІ може сягати 2000 кДа та 
навіть більше. Основна функція цієї проте-
ази – відщеплення трипептидів від вільного 
NH2-кінця цитоплазматичних олігопептидів, 
що утворюються різними ендопептидазами 
та протеасомою. Крім власне завершення 
протеолізу білків-мішеней, ТПП ІІ також 
бере участь і в підготовці до презентації пеп-
тидів у головному комплексі гістосумісності 
(ГКГC) I класу [4]. Нещодавно розпочаті 
дослідження ролі ТПП ІІ у патогенезі різних 
захворювань. У культурах клітин тимоми 
та лімфоми EL4, що піддавали дії протеа-
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сомного інгібітора, з часом чутливість до 
його цитотоксичної дії знижувалася. Цей 
ефект пояснюють збільшенням активності 
ТПП ІІ, що супроводжувала зниження ци-
тотоксичного впливу [1]. При ушкодженні 
клітини іонізуючим випромінюванням H2O2 
або ушкодженні мітохондрій відбувається 
транслокація з цитоплазми з накопиченням 
в ядрі ТПП ІІ. Одночасно у ТПП-нокаутних 
тварин відзначалася підвищена чутливість 
до іонізуючого випромінювання [7]. Важли-
ве значення також відводиться цій системі в 
механізмах м’язової дистрофії [8].  

Мета нашого досліджнення – визначити 
зміни активності ТПП ІІ при експеримен-
тальному атеросклерозі та артеріальній 
гіпертензії.

МЕТОДИКА

Досліди проведені на 28 кролях обох статей 
масою 2,95 ± 0,35 кг. Тварини були розділені 
на 3 групи. До І контрольної групи ввійшли 8 
кролів, до ІІ – 10 кролів, які щодня впродовж 
8 тиж отримували корм зі вмістом холесте-
рину (1 %), до ІІІ – 10 кролів, які паралельно 
з холестериновою дієтою отримували препа-
рати кверцетину. 

Інші дослідження проводили на щурах 
ліній Вістар масою 294 ± 22 г і SHR ма-
сою 294 ± 27 г, які були поділені на 5 груп: 
І – контрольна, щури лінії Вістар (n=8), 
ІІ – щури лінії SHR (n=16), ІІІ – щури лінії 
Вістар, що отримували корм зі вмістом 3%-го 
холестерину(n=8), IV – щури лінії SHR, що 
перебували на раціоні з 3%-м вмістом холес-
терину (n=8), та V – щури лінії SHR (n=8), 
що отримували щодня таблетовану форму 
кверцетину – квертин протягом 8 тиж у дозі 
15 г/кг. Квертин подрібнювали та домішували 
до стандартного корму, пресуючи гранули для 
згодовування щурам. Гіпертензію у щурів лі-
нії SHR підтверджували вимірюванням тиску 
неінвазивним методом у хвостовій артерії 
за допомогою вимірювального комплексу 
сфігноманометра S-2 («HSE», Німеччина). 

Наявність та частоту пульсу реєстрували за 
допомогою осцилоскопа HM303-4 («HAMEG 
GmbH», Німеччина). У дослід брали щурів 
із систолічним тиском понад150±3 мм рт.ст.

Мірою активності ТПП ІІ була інтен-
сивність гідролізу специфічного флюоро-
генного субстрату, яку визначали на спек-
трофлюориметрі «Hitachi-4000» (довжина 
хвилі збудження/емісії (λx/λm) – 380/465). 
Для підтвердження специфічності гідролі-
зу використовували селективний інгібітор. 
Відсоток зменшення активності гідролізу 
відповідних субстратів під дією вказаного 
інгібітора трактували як активність ТПП ІІ і 
виражали в мікромолях амідометилкумарину 
на 1 мг білка за 1 хв. 

Для дослідження активності ТПП ІІ у 
тканинах тварин піддавали евтаназії за допо-
могою повітряної емболії (кролі) та декапі-
тації під уретановим наркозом (щури). Аорту 
подрібнювали в скляному гомогенізаторі в 
тріс-НСl-буфері (рН 7,4), центрифугували (900 
g протягом 10 хв), а супернатант використову-
вали для біохімічного дослідження. Вміст біл-
ка в гомогенатах аорти визначали за методом 
Lowry [6]. Активність протеази виражали в 
мікромолях амідометилкумарину на 1 мг білка 
за 1 хв. Флюорогенні субстрати та інгібітори, 
виготовлені фірмою “Sigma” (США). 

Отримані результати обробляли матема-
тично з використанням комп’ютерних про-
грам Origin 7.0 і Excel. Достовірність різниці 
середніх значень визначали за критерієм t 
Стьюдента. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Отримані результати свідчать про суттєвий 
вплив гіперхолестеринової дієти на актив-
ність ТПП ІІ в тканинах аорти кролів, яка 
знижувалася на 64 % порівняно з контролем 
(Р<0,05). Введення препаратів кверцетину 
припиняло холестериніндуковане зниження 
цього показника (рис 1).  

Подібні результати спостерігались і при 
моделюванні холестеринозу у щурів зі спон-
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танною гіпертензією. Активність ТПП ІІ у 
контрольних та у дослідних щурів не відріз-
нялася. Проте 8 тиж холестеринової дієти 
практично не змінювали її у щурів лінії Ві-
стар, але у SHR-групи вона значно знижувала 
активність (на 50 %) порівняно з досліджува-
ними тваринами, які не перебували на дієті. 
Вплив кверцетину попереджував зниження 
активності ТПП ІІ у щурів лінії SHR (на  
35 % порівняно з SHR без лікування).

Зміни активності ТПП ІІ в тканинах аорти 
щурів зі спонтанною гіпертензією при моде-
люванні холестеринового атеросклерозу та 
впливу кверцетину:

Щури лінії Вістар 0,0257 ± 0,009
Щури лінії Вістар, що пере-
бували на 3%-й холестерино-
вій дієті

0,0212 ± 0,009

Щури зі спонтанною гіпер-
тензією

0,0258 ± 0,011

Щури зі спонтанною гіпер-
тензією, що перебували на 
3%-й холестериновій дієті 

0,013 ± 0,008*

Щури зі спонтанною гіпер-
тензією, яким згодовували 
кверцетин

0,017 ± 0,007

*Р<0,05 порівняно з групою 3.
Дані наших попередніх досліджень вка-

зують на те, що атеросклеротичні зміни су-

проводжуються підвищенням протеасомної 
активності у тканинах аорти та лейкоцитах 
крові [10], а згідно з результатами цього до-
слідження активність ТПП ІІ знижувалась 
як у кролів, так і у щурів зі спонтанною 
гіпертензією за умов гіперхолестеринемії. 
Виходячи з цього, можна зробити припущен-
ня, що такий дисбаланс у системі утилізації 
внутрішньоклітинних протеїнів між протеа-
сомою і ТПП ІІ є однією з ланок патогенезу 
атеросклеротичного процесу. Водночас слід 
зазначити, що конкретна роль такої невідпо-
відності у механізмах атерогенезу не визна-
чена. Найбільш вірогідним наслідком такої 
ситуації має бути накопичення в клітинах 
олігопептидів, що не зазнали «тримінгу» за 
допомогою ТПП ІІ. Це може провокувати 
зміну профілю пептидів, що презентуються в 
складі ГКГC I на клітинній стінці та кількість 
комплексів гістосумісності, що презентують-
ся на мембрані [11]. Таке явище в свою чергу 
викличе аутоімунне ушкодження, значення 
якого в атеросклерозі добре вивчено [1, 
12]. Іншим відомим фактором ушкодження 
судинної стінки є оксидативний стрес. До-
слідження Preta та співавт. [3, 13] свідчать, 
що ушкодження ДНК супроводжуються 
транслокацією ТПП ІІ в ядро, і автори вва-
жають, що це має значення у ДНК-репарації 
(в тому числі і за умов оксидативного стресу) 
[3]. Якщо дотримуватися такої точки зору, 
то зниження активності ТПП ІІ у клітинах 
судинної стінки при атеросклеротичному 
процесі повинно підвищувати чутливість 
ДНК до структурних порушень і зменшувати 
антиоксидантний захист клітин. 

Також добре відомо, що атеросклероз є 
асоційованою з віком патологією. Huai та 
співавт. [4] показали, що у мишей, нокауто-
ваних за геном ТПП ІІ, відбувається активація 
програм клітинної смерті, асоційована з фе-
нотипом «імуностаріння». Ознаки передчас-
ного старіння у ТПП ІІ-дефіцитних мишей 
найбільш яскраво виражені у фібробластах 
та CD-8 T-лімфоцитах. Автори наголошу-
ють на роль у цьому процесі пошкодження 
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аорти кролів при моделюванні холестеринового атеро-
склерозу та впливу кверцетину: 1 – контроль, 2 – дієта зі 
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ДНК, індукованого вільними радикалами 
[14]. Про участь досліджуваної протеази 
в механізмах ДНК-репарації вказувалося 
вище [13]. Отже, зниження активності ТРР 
ІІ в аорті кролів, а також щурів лінії  SHR за 
умов гіперхолестеринемії опосередковано 
свідчить про передчасне старіння клітин 
аорти. Варто додатково нагадати, що саме у 
кролів та у щурів лінії SHR, що перебували 
на гіперхолестериновій дієті, були ознаки 
атерогенезу. Більше того, при нокауті ТПП 
ІІ спостерігається хронічне запалення на тлі 
імунодефіциту [14]. Проявами цього була 
інфільтрація печінки лімфоцитами, зрілими 
гранулоцитами, а також підвищення NFkB в 
ізольованих спленоцитах, що характерно для 
вікових змін в імунній системі. Одночасно 
роль запалення як принципового механізму 
концепції «відповідь на ушкодження» в атеро-
генезі нині вважається ключовою та доведена 
багатьма дослідженнями [15–17]. Про участь 
ТПП ІІ в цьому процесі практично нічого не 
відомо. Ми вперше встановили зменшення 
активності згаданого фермента у кролів і 
щурів з експериментальним атеросклерозом 
та показали, що ангіопротективний препарат 
кверцетин запобігає його зниженню і одно-
часно перешкоджає розвитку атеросклерозу. 
Можливим механізмом впливу кверцетину на 
активність ТПП ІІ може бути його здатність 
до пригнічення протеасомного протеолізу 
[10]. За нашими результатами, інтерференція 
однієї з субодиниць протеасоми підвищувала 
активність ТПП ІІ в тканинах серця [18]. Та-
ким чином, ця реакція може розглядатися як 
компенсація підвищення активності протеа-
соми, що узгоджується з результатами інших 
дослідників [1]. Отже, нами встановлено зна-
чення ТПП ІІ при експериментальному ате-
росклерозі та доведено, що ангіопротектив-
ний ефект кверцетину включає попередження 
зменшенню ТПП ІІ залежного протеолізу в 
аорті кролів і щурів при експериментальній 
гіперхолестеринемії. Наші результати вперше 
піднімають питання про значення гігантської 
протеази ТПП ІІ у судинній патології.

Д.A. Пашевин, С.В. Гончаров,  
Л.В. Тумановская, В.Е. Досенко, А.А. Мойбенко

Изменения активности трипепти-
дил-пептидази ІІ в тканях аорти 
при експериментальном атеро-
склерозе и артериальной гипер-
тензии

Изменения активности внутриклеточных протеолитиче-
ских систем – являються важным звеном в механизмах 
атеросклеротического повреждення сосудистой стенки, а 
также в патогенезе артериальной гипертензии. Нами изу-
чалась одна из гигантских пептидил-пептидаза (ТПП) ІІ, 
которая обеспечивает гидролиз пептидов, образующихся 
после протеасомного протеолизу. В экспериментах по 
моделированнию холестеринового атеросклероза у кроли-
ков (на протяжении 2 мес получали корм с содержанием 
холестирина (1 %) установлено значительное снижение (на 
60 %, Р<0,05) активности ТПП ІІ в тканях аорти. Также 
показано, что холестериновая диета крыс со спонтанной 
гипертензией также снижает активность TПП II (на 50 
%, Р<0,05), которая у крыс линии Вистар при этомм не 
изменялась. Применение препаратов кверцетина пре-
дотвращало угнетение активности ТПП в тканях аорты 
кроликов при экспериментальной гиперхолестеринемии 
и у крыс со спонтанной гипертензией. Эти результаты 
свидетельствуют о том, что изменения активности этого 
фермента ведут к повреждению сосудистой стенки при 
атеросклерозе и артериальной гипертензии.
Ключевые слова: трипептидил-пептидаза ІІ, атеросклероз, 
артериальная гипертензия.

D.O. Pashevin, S.V.Goncharov, L.V. Tumanovska, 
V.E. Dosenko, O.O. Moibenko

THE CHANGES IN THE ACTIVITY  
OF TRIPEPTIDYL PEPTIDASE II  
IN EXPERIMENTAL ATHEROSCLEROSIS 
AND HYPERTENSION

The changes in the activity of intracellular proteolytic sys-
tems are important mechanisms in the damage of blood ves-
sels walls and arterial hypertension. Tripeptidyl peptidase 
II (TPP II) is one of the giant intracellular protease that is 
still poorly known. It fulfils hydrolysis of peptides, com-
ing from proteasomal proteolysis. Modeling of cholesterol 
atherosclerosis in rabbits (1 % of cholesterol in diet for 2 
month) results in the significant decrease of TPP II activity 
in aorta tissues. This diet in spontaneously hypertensive rats 
(SHR) leads to a decrease of TPP II activity in aorta tissues 
(on 50%, Р<0,05) but has no influence on the activity of 
TPP II in Wistar rats. Application of Quercetin prevents 
the inhibition of TPP II activity in aorta tissues of rabbits 
and SHR at experimental hypercholesterolemia. The data 
received show that changes in the activity of TPP II play 

Зміни активності трипептидил-пептидази II у тканинах аорти
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an important role in pathogenesis of blood vessels wall in 
atherosclerosis and arterial hypertension.
Key words: Tripeptidyl peptidase II, cholesterol atherosclero-
sis, arterial hypertension.
Bogomoletz Institute of Physiology, National Academy Sci-
ences of Ukraine, Kyiv
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