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Ïîâòîðíà àíîêñ³ÿ�ðåîêñèãåíàö³ÿ êóëüòèâîâàíèõ
íåîíàòàëüíèõ êàðä³îì³îöèò³â
íå ñïðè÷èíþº àïîïòîòè÷íó êë³òèííó ñìåðòü

Èññëåäîâàíà ýêñïðåññèÿ ãåíîâ è ìåõàíèçìû êëåòî÷íîé ñìåðòè ïðè ìîäåëèðîâàíèè äâóõ ýïèçîäîâ
àíîêñèè�ðåîêñèãåíàöèè íà ïåðâè÷íîé êóëüòóðå èçîëèðîâàííûõ íåîíàòàëüíûõ êàðäèîìèîöèòîâ.
Êóëüòóðó êëåòîê ïîäâåðãàëè äåéñòâèþ 30-ìèíóòíîé àíîêñèè ñ ïîñëåäóþùåé ðåîêñèãåíàöèåé â
òå÷åíèå 24 ÷ (À�Ð1) è ïîâòîðíîé àíîêñèè�ðåîêñèãåíàöèè ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ 30�60 ìèí
ñîîòâåòñòâåííî (À�Ð2). Ïðîöåíò æèâûõ, íåêðîòè÷åñêèõ, àïîïòîòè÷åñêèõ è àóòîôàãè÷åñêèõ
êàðäèîìèîöèòîâ îïðåäåëÿëè îêðàøèâàíèåì êëåòîê ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñèòåëÿìè áèñ-áåíçèìèäîì,
éîäèä ïðîïèäèóìîì è ìîíîäàíñèëêàäàâåðèíîì ñîîòâåñòâåííî, ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ôëóîðåñöåíòíîé
ìèêðîñêîïèè. Àíîêñèÿ�ðåîêñèãåíàöèÿ ñóùåñòâåííî âëèÿëà íà ñîîòíîøåíèå óêàçàííûõ êëåòîê êàê
ïðè À�Ð1, òàê è ïðè À�Ð2. Ïîêàçàíî, ÷òî îñíîâíûì ìåõàíèçìîì ãèáåëè êëåòîê ïðè ìîäåëèðîâàíèè
À�Ð1 è À�Ð2 ÿâëÿåòñÿ íåêðîç. Óñòàíîâëåíû èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà
HSP70 è HSP90, àíòèàïîïòîòè÷ñåêîãî áåëêà Bcl2 è êëþ÷åâîãî ðåãóëÿòîðà àóòîôàãèè FRAP (îò
àíãë. FKBP-rapamycin associated protein). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
â êóëüòóðå êàðäèîìèîöèòîâ ÷åðåç ñóòêè ïîñëå ïåðâîé àíîêñèè ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ áåëêîâ
òåïëîâîãî øîêà çàïóñêàåò êàñêàä ðåàêöèé, êîòîðûå îáóñëîâëèâàþò íåêðîòè÷åñêóþ ãèáåëü êëåòîê
è áëîêèðîâàíèå àïîïòîòè÷åñêîé ïðîãðàììû ïðè À�Ð2.

ÂÑÒÓÏ

Ïðèïóñêàºòüñÿ, ùî àïîïòîç, ÿê ãåíåòè÷íî
çàïðîãðàìîâàíèé âèä êë³òèííî¿ ñìåðò³, ìàº
çíà÷åííÿ ó ïàòîãåíåç³ ð³çíîìàí³òíèõ çàõâî-
ðþâàíü ñåðöÿ, çîêðåìà ³íôàðêòó ì³îêàðäà,
ñåðöåâî¿ íåäîñòàòíîñò³, êàðä³îì³îïàò³é òî-
ùî. Ïèòàííÿ ïðî âàãîì³ñòü öüîãî âèäó çàãè-
áåë³ êë³òèí ïîð³âíÿíî ç ³íøèìè (íåêðîçîì,
àóòîôàã³÷íîþ êë³òèííîþ ñìåðòþ) çàëè-
øàºòüñÿ íåäîñòàòíüî âèâ÷åíèì íàñàìïåðåä
÷åðåç òå, ùî ìåòîäè âèçíà÷åííÿ àïîïòîçó
â óìîâàõ in vivo ìàþòü ñóòòºâ³ îáìåæåííÿ,
à øâèäêîïëèíí³ñòü àïîïòîòè÷íî¿ ïðîãðàìè
òà ïîäàëüøî¿ åë³ì³íàö³¿ çàëèøê³â êë³òèí, ùî
çàçíàëè àïîïòîçó, îòî÷óþ÷èìè êë³òèíàìè
íå äàþòü ìîæëèâîñò³ âèçíà÷èòè ðåàëüíó
ê³ëüê³ñòü àïîïòîòè÷íèõ êë³òèí. Çà äàíèìè
ð³çíèõ äîñë³äíèê³â, ¿õ íà ê³ëüê³ñòü ó ñåðö³
ïðè ³íôàðêò³ ì³îêàðäà òà ³íøèõ ïàòîëîã³ÿõ

ìîæå êîëèâàòèñÿ â³ä 0,25 äî 35 % [15, 19].
×àñòèíà â÷åíèõ äîâîäèòü íàäçâè÷àéíî
âåëèêå çíà÷åííÿ àïîïòîçó ïðè ³íôàðêò³
ì³îêàðäà, à ³íø³ âçàãàë³ ñòàâëÿòü ï³ä ñóìí³â
áóäü-ÿêå çíà÷åííÿ àïîïòîòè÷íî¿ çàãèáåë³
êàðä³îì³îöèò³â, ùî íå ìîæå áóòè ïîð³âíÿíî
³ç ðîëëþ íåêðîòè÷íî¿ çàãèáåë³ êë³òèí ñåðöÿ.
Âèâ÷åííÿ êóëüòèâîâàíèõ êàðä³îì³îöèò³â
äàº çìîãó îá�ºêòèâíî îö³íèòè ñï³ââ³äíî-
øåííÿ æèâèõ, àïîïòîòè÷íèõ òà àóòîôàã³÷-
íèõ êë³òèí ïðè ìîäåëþâàíí³ â³äïîâ³äíî¿
ïàòîëîã³¿. Òàê, ó íàøèõ ïîïåðåäí³õ äîñë³ä-
æåííÿõ ïîêàçàíî, ùî àíîêñ³ÿ-ðåîêñèãåíàö³ÿ
íåîíàòàëüíèõ êàðä³îì³îöèò³â ñïðè÷èíþº
çìåíøåííÿ ê³ëüêîñò³ æèâèõ êë³òèí íà 5�12 %,
ïðè öüîìó ÷èñëî íåêðîòè÷íèõ êë³òèí
çá³ëüøóºòüñÿ íà 3�6 %, àïîïòîòè÷íèõ � íà
4�7 %, àóòîôàã³÷íèõ � íà 5�10 % [4�6]. Ó
ïðàöÿõ ³íøèõ àâòîð³â îòðèìàíî ïîä³áí³ äàí³
ïðè çàñòîñóâàíí³ àíàëîã³÷íî¿ ñõåìè åêñïå-
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ðèìåíòó, à ïðè ïîäîâæåíí³ òåðì³íó àíîêñ³¿
òà ðåîêñèãåíàö³¿, çâè÷àéíî, ê³ëüê³ñòü çàãèá-
ëèõ êë³òèí, íàñàìïåðåä àïîïòîòè÷íèõ,
ìîãëà áóòè çíà÷íî á³ëüøîþ [12, 21, 23].
Òàêèì ÷èíîì, àïîïòîòè÷íà çàãèáåëü êàðä³î-
ì³îöèò³â ðîáèòü ñóòòºâèé âíåñîê ó çìåí-
øåííÿ êë³òèííî¿ ïîïóëÿö³¿ êóëüòèâîâàíèõ
êë³òèí,  à  ïîïåðåäæåííÿ ¿õ àïîïòîçó º
ïåðñïåêòèâíèì íàïðÿìêîì êàðä³îïðîòåêö³¿
[9, 14, 16].

Ïðîòå çðîçóì³ëî, ùî çà ðåàëüíèõ êë³í³÷-
íèõ óìîâ ³øåì³÷í³ íàïàäè ³ç íàñòóïíîþ
ðåïåðôóç³ºþ íå ïîîäèíîê³, à ïîâòîðþþòüñÿ
äåê³ëüêà ðàç³â íàâ³òü ïðîòÿãîì îäí³º¿ äîáè.
Õî÷à àíîêñ³ÿ�ðåîêñèãåíàö³ÿ êóëüòèâîâàíèõ
êàðä³îì³îöèò³â ëèøå ÷àñòêîâî â³äòâîðþº
³øåì³þ�ðåïåðôóç³þ ñåðöÿ, ìîæíà ïîñòà-
âèòè ïèòàííÿ: ÿêèì ÷èíîì â³äðåàãóþòü
êàðä³îì³îöèòè â  êóëüòóð³  íà  ïîâòîðí³
åï³çîäè àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿. Ïðè öüîìó
ëîã³÷íî ïåðåäáà÷èòè, ùî ïåðøà àíîêñ³ÿ�
ðåîêñèãåíàö³ÿ (À�Ð1) ïðèçâåäå äî çì³í â
åêñïðåñ³¿  ïåâíèõ ãåí³â,  ùî ðåãóëþþòü
ïðîöåñ çàïðîãðàìîâàíî¿ êë³òèííî¿ ñìåðò³,
çàáåçïå÷óþòü öèòîïðîòåêö³þ, àíòèîêñè-
äàíòíèé çàõèñò òîùî. Òîáòî ïîâòîðíî¿
àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ (À�Ð2) áóäóòü çàçíà-
âàòè äåùî ³íø³ êàðä³îì³îöèòè ç³ çì³íåíèì
ñïåêòðîì åêñïðåñ³¿ ãåí³â òà, ìîæëèâî, ³ç
ï³äâèùåíîþ ñò³éê³ñòþ äî âêàçàíîãî âèäó
óøêîäæåííÿ.

Ìåòà íàøîãî äîñë³äæåííÿ � âèçíà÷èòè
ñï³ââ³äíîøåííÿ àïîïòîòè÷íèõ, àóòîôà-
ã³÷íèõ, íåêðîòè÷íèõ ³ æèâèõ êàðä³îì³îöèò³â
ïðè ìîäåëþâàíí³ äâîõ ïîñë³äîâíèõ âïëèâ³â
àíîêñ³ ¿  òà  ðåîêñèãåíàö³ ¿  òà  âèçíà÷èòè
åêñïðåñ³þ ãåí³â á³ëê³â òåïëîâîãî øîêó
HSP70 ³ HSP90, àíòèàïîïòîòè÷íîãî á³ëêà
Bcl2, à òàêîæ êëþ÷îâîãî ðåãóëÿòîðà àóòîôà-
ã³¿ FRAP ó êóëüòèâîâàíèõ êàðä³îì³îöèòàõ.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Êóëüòèâóâàííÿ ³çîëüîâàíèõ íåîíàòàëüíèõ
êàðä³îì³îöèò³â. Êóëüòóðó íåîíàòàëüíèõ
êàðä³îì³îöèò³â îòðèìóâàëè çà ìåòîäèêîþ,

âèêëàäåíîþ ó ïðàö³ Reinecke òà ñï³âàâò. [16]
ç äåÿêèìè ìîäèô³êàö³ÿìè. Âèêîðèñòîâóâà-
ëè ùóð³â ë³í³¿ Â³ñòàð â³êîì 2�3 äîáè. Çà
äîïîìîãîþ öåðâ³êàëüíî¿ äèñëîêàö³¿ òâàðèí
çíåðóõîìëþâàëè, ï³ñëÿ ÷îãî ÷åðåç ïåðåäí³é
ïîçäîâæí³é ðîçð³ç âèéìàëè ñåðöå. Øëóíî÷-
êè â³äîêðåìëþâàëè â³ä ïåðåäñåðäü äëÿ
÷èñòîòè êóëüòóðè â³ä ô³áðîáëàñò³â òà ³íøèõ
êë³òèí ñïîëó÷íî¿ òêàíèíè. Ïîò³ì ¿õ äâ³÷³
â ³äìèâà ëè  ó  ñòåðèëüíîìó  áóôåðíîì ó
ñîëüîâîìó ðîç÷èí³ (ðÍ 7,4) òàêîãî ñêëàäó
(ììîëü/ë): HEPES � 20, KCl � 5,4, NaCl �
116,4, ãëþêîçà � 5,5, Na

2
HPO

4
 � 0,4 òà

K
2
HPO

4
 � 0,4. Ï³ñëÿ öüîãî ¿õ ìåõàí³÷íî

ïîäð³áíþâàëè íîæèöÿìè äî îòðèìàííÿ
øìàòî÷ê³â òêàíèíè ðîçì³ðîì áëèçüêî 1 ìì3,
êîòð³ ï³äëÿãàëè ôåðìåíòàòèâíîìó ðîçùåï-
ëåííþ ó ðîç÷èí³ âèä³ëåííÿ, ÿêå íà îñíîâ³
çàçíà÷åíîãî áóôåðà ì³ñòèëî êîëàãåíàçó ²²
òèïó (95 ÎÄ/ìë) ³ ïàíêðåàòèí (0,6 ìã/ìë).
Ðîç÷èí âèä³ëåííÿ ïîïåðåäíüî îêñèãå-
íóâàëè êàðáîãåíîì. Ïåðåòðàâëåííÿ â³äáó-
âàëîñÿ ó 5 öèêë³â ïî 10 õâ êîæíèé. Ïî÷è-
íàþ÷è ç òðåòüîãî öèêëó, øìàòî÷êè ì³îêàðäà
ðîç�ºäíóâàëè çà äîïîìîãîþ ï³ïåòêè, ï³ñëÿ
÷îãî ðîç÷èí âèä³ëåííÿ çáèðàëè ó ïðîá³ðêó.
Êë³òèíè îñàäæóâàëè öåíòðèôóãóâàííÿì
ïðè 400 g ïðîòÿãîì 1 õâ, äàë³ ðåñóñïåí-
äóâàëè ó æèâèëüíîìó ðîç÷èí³  êóëüòè-
âóâàííÿ (ðÍ 7.4) òàêîãî ñêëàäó: ñåðåäîâèùå
²ãëà â ìîäèô³êàö³¿ Äþëüáåêêî (DMEM),
ñåðåäîâèùå 199 (ñï³ââ³äíîøåííÿ DMEM/
199 � 4 : 1), òåëÿ÷à ñèðîâàòêà � 8 %, Na

2
ÑÎ

3

� 4,2 ììîëü/ë, HEPES � 15 ììîëü/ë òà
àíòèá³îòèêè (ñòðåïòîì³öèí � 100 ìêã/ìë,
ãåíòàì³öèí � 0,05 ìã/ìë, ïåí³öèë³í � 100
ÎÄ/ìë). Ê³ëüê³ñòü æèâèõ ³ íåêðîòè÷íèõ
êë³òèí âèçíà÷àëè çà äîïîìîãîþ ôàðáóâàííÿ
0,2%-ì ðîç÷èíîì òðèïàíîâîãî ñèíüîãî.
Îòðèìàí³ êë³òèíè ðîçì³ùóâàëè íà ñêåëüöÿ,
ïîêðèò³ 2%-ì ðîç÷èíîì æåëàòèíó, ïðèãî-
òîâëåíîìó íà áóôåð³, ùî âõîäèòü äî ñêëàäó
ðîç÷èíó âèä³ëåííÿ, ³ç ù³ëüí³ñòþ 120 000 íà
1 ñì2. Êóëüòèâóâàííÿ ïðîâîäèëè ïðîòÿãîì
äîáè ó æèâèëüíîìó ñåðåäîâèù³ çàçíà÷åíîãî
ñêëàäó ïðè 37°Ñ ó ãàçîâîìó ñåðåäîâèù³
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(5 % ÑÎ
2
 òà 95 % àòìîñôåðíîãî ïîâ³òðÿ).

×åðåç 24 ãîä ï³ñëÿ êóëüòèâóâàííÿ, êîëè
á³ëüø³ñòü æèâèõ ³ íîðìàëüíî ôóíêö³î-
íóþ÷èõ êë³òèí ïðèêð³ïëþþòüñÿ äî ïîâåðõí³
÷àøîê Ïåòð³, ñåðåäîâèùå çàì³íþâàëè.

Â³äòâîðåííÿ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ .
Àíîêñ³þ ìîäåëþâàëè àåðàö³ºþ êë³òèí
áåçêèñíåâîþ ãàçîâîþ ñóì³øøþ, ùî âêëþ-
÷àëà 5 % ÑÎ

2
 òà 95 % Ar ïðîòÿãîì 30 õâ ó

åêñèêàòîð³ ç³ ù³ëüíî ïðèòåðòîþ êðèøêîþ,
êóäè çàçíà÷åíó ãàçîâó ñóì³ø ïîäàâàëè ÷åðåç
ñòåðèë³çóþ÷èé ô³ëüòð (ä³àìåòð ïîð ô³ëüòðà
0,22 ìêì) ³ øàð ñòåðèëüíî¿ âîäè, íàëèòî¿
íà  äíî  åêñèêàòîðà .  Äëÿ  ìîäåëþâàííÿ
ðåîêñèãåíàö³¿  ï³ñëÿ àíîêñ³¿  ïðîâîäèëè
çàì³íó æèâèëüíîãî ñåðåäîâèùà òà êóëüòè-
âóâàííÿ êë³òèí çà âèõ³äíèõ óìîâ ïðîòÿãîì
äîáè.  À�Ð1 òðèâàëà  30  õâ  ò à  24  ãîä
â³äïîâ³äíî, ï³ñëÿ ÷îãî êë³òèíè çàçíàâàëè
âïëèâó À�Ð2 � 30 õâ òà 1 ãîä â³äïîâ³äíî.

Âèä³ëåííÿ ÐÍÊ, çâîðîòíà òðàíñêðèïö³ÿ
òà ïîë³ìåðàçíà ëàíöþãîâà ðåàêö³ÿ (ÏËÐ)
ó ðåàëüíîìó ÷àñ³. ÐÍÊ âèä³ëÿëè ç êóëüòóðè
êàðä³îì³îöèò³â ï³ñëÿ À�Ð1, ³ç âèêîðèñ-
òàííÿì íàáîðó �Trizol RNA-prep» («Isogen»,
Ðîñ³ÿ). Çâîðîòíó òðàíñêðèïö³þ ïðîâîäèëè,
âèêîðèñòîâóþ÷è íàá³ð ðåàãåíò³â �First
Strand cDNA Synthesis Kit» («Fermentas»,
Ëèòâà), 2�2,5 ìêã çàãàëüíî¿ ÐÍÊ ³ ãåêñàìåð-
íîãî ïðàéìåðà. Îòðèìàíó âíàñë³äîê çâîðîò-
íî¿ òðàíñêðèïö³¿  êîìïë³ìåíòàðíó ÄÍÊ
(êÄÍÊ) ï³ääàâàëè ãåíñïåöèô³÷í³é ÏËÐ-
àìïë³ô³êàö³¿. Äëÿ ê³ëüê³ñíî¿ îö³íêè åêñïðå-
ñ³¿ ãåí³â á³ëêà-ðåãóëÿòîðà àïîïòîçó Bcl2 ³
êëþ÷îâîãî ðåãóëÿòîðà àóòîôàã³¿ FRAP âèêî-
ðèñòîâóâàëè íàá³ð ðåàãåíò³â �TaqMan Gene
Expression Assay 7500 Fast Real-time PCR
System Custom ¹ 443137� (�Àpplied Bio-
system�, ÑØÀ), ïðîáè äëÿ â³äïîâ³äíèõ ãåí³â
ðîçðîáëåí³ íà îñíîâ³ ïîñë³äîâíîñò³ ìÐÍÊ
ùóðà («Applied Biosystems», ÑØÀ). Åêñïðå-
ñ³ÿ ãåí³â Bcl2 òà FRAP áóëà íîðìàë³çîâàíà
â³äíîñíî ãë³öåðàëüäåã³ä-3-ôîñôàòäåã³äðîãå-
íàçè (ÃAÔÄÍ) ÿê åíäîãåííîãî êîíòðîëþ,
âèêîðèñòîâóþ÷è íàá³ð ðåàãåíò³â �TaqMan
Rodent GADPH Control Reagent� (VICTMPro-

be), (�Àpplied Biosystem�, ÑØÀ). ÏËÐ-
àìïë³ô³êàö³ÿ ñêëàäàëàñÿ ç 45 òàêèõ öèêë³â:
ïî÷àòêîâà äåíàòóðàö³ÿ ïðè 95°C âïðîäîâæ
20 ñ,  ç  íàñòóïíîþ îáðîáêîþ ïðè 95°C
ïðîòÿãîì 3 ñ,  ïðèºäàííÿ ïðàéìåð³â òà
åëîíãàö³ÿ � 60 °C, 30 ñ. Àíàë³ç îòðèìàíèõ
ðåçóëüòàò ³â  ïðîâîäèëè  çà  äîïîìîãîþ
ïðîãðàìè �7500 Fast Real-time PCR Soft-
ware�.

Äëÿ ê³ëüê³ñíî¿ îö³íêè åêñïðåñ³¿ ãåí³â
á³ëê³â òåïëîâîãî øîêó HSP70 òà HSP90 ìè
âèêîðèñòîâóâàëè ïðàéìåðè òàêî¿ ïîñë³-
äîâíîñò³: HSP70-F 5�-ATG CGC TCG AGT
CCT ACG CCT T-3�, HSP70-R 5�-GCT GAT
CTT GCC CTT GAG ACC CTC-3�, HSP90-
F 5�-TCC AAT AGG CTT GTG TCT TCC
CCC-3�, HSP90-R 5�-AAT CCG TTC CAT
GTT GGC TGT CC-3�.  Åêñïðåñ³þ ãåíà
á³ëê³â òåïëîâîãî øîêó ñòàíäàðòèçóâàëè
â³äíîñíî åêñïðåñ³¿ ãåíà 18S (ðèáîñîìíà
ñóáîäèíèöÿ 18), ÿê åíäîãåííîãî êîíòðîëþ.
Âèêîðèñòàí³ ïðàéìåðè áóëè òàêî¿ ïîñë³-
äîâíîñò³: 18S-F 5�-CTTAGAGGGACAAG
TGGCG-3� òà 18S-R 5�-GGACATCTAAGGG
CATCACA-3�.  ÏËÐ-àìïë³ô³êàö³þ ãåí³â
HSP70 òà HSP90 ïðîâîäèëè ó 10 ìêë SYBR
Green PCR Master Mix, ùî ì³ñòèâ 30 ïìîëü
êîæíîãî ïðàéìåðà. Îá�ºì ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³
äîâîäèëè äî 20 ìêë äå³îí³çîâàíîþ âîäîþ.
Ïðîãðàìà àìïë³ô³êàö³¿ ïî÷èíàëàñÿ ³ç ïîïå-
ðåäíüî¿ àêòèâàö³¿ �AmpliTaq Gold®� ÄÍÊ-
ïîë³ìåðàçè ïðîòÿãîì 10 õâ ïðè � 95 °C òà
ñêëàäàëàñÿ ç 45 öèêë³â: äåíàòóðàö³ÿ � 95 °C,
15 ñ, ïðèºäíàííÿ ïðàéìåð³â òà åëîíãàö³ÿ �
59 °C, 1 õâ. Äëÿ êîíòðîëþ çà ñïåöèô³÷í³ñòþ
ôëóîðåñöåíö³¿ ïðîäóêò³â ðåàêö³¿ ïðîâîäèëè
ñòàä³þ äèñîö³àö³¿ � ïîñë³äîâíå ï³äâèùåííÿ
òåìïåðàòóðè â³ä 60 äî 94°Ñ ³ç ðåºñòðàö³ºþ
çìåíøåííÿ ³íòåíñèâíîñò³ ôëóîðåñöåíö³¿
êîìïëåêñ³â äâîëàíöþãîâèõ ÄÍÊ ç SYBR
Green (�Àpplied Biosystem�, ÑØÀ). Äëÿ
ïîáóäîâè ñòàíäàðòíî¿ êðèâî¿  âèêîðèñ-
òîâóâàëè ÄÍÊ àìïë³ô³êàò³â ãåí³â HSP70 òà
HSP90, âèëó÷åíó ç àãàðîçíîãî ãåëþ òà
î÷èùåíó çà äîïîìîãîþ �DNA Extraction Kit�
(«Fermentas», Ëèòâà). Êîíöåíòðàö³þ ÄÍÊ
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âèçíà÷àëè ³ ç  âèêîðèñòàííÿì ñïåêòðî-
ôîòîìåòðà NanoDrop ND1000 («NanoDrop
Technologies Inc», ÑØÀ) òà ïåðåðàõîâóâàëè
â ê³ëüê³ñòü ìîëåêóë â 1 ìêë. Ï³ñëÿ öüîãî
ãîòóâàëè ïîñë³äîâí³ ðîçâåäåííÿ î÷èùåíî¿
ÄÍÊ ãåí ³â  á ³ëê ³â  òåïëîâîãî  øîêó  òà
çàñòîñîâóâàëè ¿õ äëÿ àìïë³ô³êàö³¿ çà âèùå-
âêàçàíîþ ïðîãðàìîþ.

Âèçíà÷åííÿ ê³ëüêîñò³ æèâèõ, íåêðî-
òè÷íèõ, àïîïòîòè÷íèõ òà àóòîôàã³÷íèõ
êë³òèí. Ê³ëüê³ñòü æèâèõ, íåêðîòè÷íèõ òà
àïîïòîòè÷íèõ êë³òèí âèçíà÷àëè çà äîïîìî-
ãîþ ôàðáóâàííÿ êàðä³îì³îöèò³â á³ñ-áåíçè-
ì³äîì (Hoeñhst 33342) òà ïðîï³ä³óì éîäèäîì
ó êîíöåíòðàö³¿ 8,75 ìêìîëü/ë òà îö³íþâàëè
çà äîïîìîãîþ ìåòîäó ôëóîðåñöåíòíî¿ ì³êðî-
ñêîï³¿ (Nikon Eclipse E200, ô³ëüòð D/PI,
äîâæèíè õâèëü çáóäæåíííÿ 330�380 òà 510�
560 íì äëÿ Hoeñhst òà ïðîï³ä³óì éîäèäó
â³äïîâ³äíî). Á³ñ-áåíçèì³ä ïðîíèêàº ÷åðåç
íåïîøêîäæåíó ìåìáðàíó êë³òèí ³ çàáàð-
âëþº ñèí³ì êîëüîðîì ÿäåðíèé õðîìàòèí,
â³çóàë³çóþ÷è òàêèì ÷èíîì æèâ³ êë³òèíè
(ÿäðà ¿õ ìàþòü ð³âíèé êîíòóð, îêðóãëó
ôîðìó òà  ð ³âíîì³ðíå  çàáàðâëåííÿ)  òà
àïîïòîòè÷í³ êë³òèíè (îñòàíí³ ìàþòü ôðàã-
ìåíòîâàí³ òà ï³êíîòè÷í³ ÿäðà). Ïðîï³ä³óì
éîäèä íå ìîæå ïðîíèêàòè ÷åðåç ïëàçìà-
òè÷íó ìåìáðàíó ³  çàáàðâëþº ÷åðâîíèì
ëèøå ÿäðà êë³òèí ç ïîøêîäæåíîþ ïëàçìî-
ëåìîþ, òîáòî íåêðîòè÷íèõ. Êð³ì òîãî, ñïîñ-
òåð³ãàëèñÿ êë³òèíè ³ç ö³ëîþ ïëàçìîëåìîþ
(ÿäðî ñèíüîãî êîëüîðó) òà ç ÿäðîì, ùî ìàëî
ìåíø³, ïîð³âíÿíî ç³ çâè÷àéíèìè, ðîçì³ðè
òà á³ëüøó ³íòåíñèâí³ñòü çàáàðâëåííÿ. Öå
ñâ³ä÷èòü ïðî êîíäåíñàö³þ õðîìàòèíó â
òàêèõ êë³òèíàõ, ùî äàº çìîãó ãîâîðèòè ïðî
ïî÷àòêîâó ñòàä³þ àïîïòîçó â íèõ. Êë³òèíè
³ç ôðàãìåíòîâàíèì, ïðîòå ÷åðâîíèì ÿäðîì,
ñâ³ä÷àòü ïðî ïî÷àòîê ðîçâèòêó ïðîãðàìè
àïîïòîçó â êë³òèíàõ ³ ïðî íàñòàííÿ íåêðî-
òè÷íî¿ ¿õ çàãèáåë³ â ïåð³îä ðåàë³çàö³¿ ö³º¿
ïðîãðàìè.

Äëÿ âèÿâëåííÿ àóòîôàã³÷íèõ âàêóîëåé
çàñòî ñîâóâàëè ñïåöèô³÷íèé áàðâíèê �
ìîíîäàíñèëêàäàâåðèí (ô³ëüòð UV-2A,

äîâæèíà õâèë³ çáóäæåííÿ 330-380 íì) ó
êîíöåíòðàö³¿  50 ìêìîëü/ë (ïðèæèòòºâå
çàáàðâëåííÿ êë³òèí).

Ñòàòèñòè÷íà îáðîáêà ðåçóëüòàò³â. Îòðè-
ìàí³ ðåçóëüòàòè îáðîáëÿëè ñòàòèñòè÷íî ç
âèêîðèñòàííÿì ïðîãðàìè Excel 2000 òà
Îrig in  7 ,0 .  Â³ðîã ³äí³ñòü  â ³äì³ííîñòåé
ñåðåäí³õ çíà÷åíü (Ð<0,05) âèçíà÷àëè çà
êðèòåð³ºì t Ñòüþäåíòà.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ̄ Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Êë³òèííà ñìåðòü ïðè ìîäåëþâàíí³ àíîêñ³¿�
ðåîêñèãåíàö³ ¿  ó  êóëüòóð³  ³ çîëüîâàíèõ
íåîíàòàëüíèõ êàðä³îì³îöèò³â. Àíîêñ³ÿ�
ðåîêñèãåíàö³ÿ çíà÷íîþ ì³ðîþ âïëèâàëà íà
ñï³ââ ³äíîøåííÿ  æèâèõ,  íåêðîòè÷íèõ,
àïîïòîòè÷íèõ òà àóòîôàã³÷íèõ êë³òèí ó
êóëüòóð³ êàðä³îì³îöèò³â ÿê ïðè À�Ð1, òàê ³
ïðè À�Ð2. Ïðè â³äòâîðåíí³ À�Ð1 ê³ëüê³ñòü
íåêðîòè÷íèõ òà  àïîïòîòè÷íèõ êë ³òèí
çá³ëüøóâàëàñü óäâ³÷³ (5,98±0,66 � 11,88 % ±
1,99 %) ³ âòðè÷³ (2,59±0,61 � 7,85 % ± 1,97 %)
â ³äïîâ ³äíî  ó  ïîð ³âíÿíí³  ç  êîíòðîëåì
(P < 0,05). Ïðè öüîìó ê³ëüê³ñòü æèâèõ
êë³òèí çìåíøóâàëàñÿ íà 8,5 % (87,3± 2,72 �
78,9 %  ± 2,44 %) (P < 0,05). À�Ð2 ìàéæå
íå âïëèâàëà íà ê³ëüê³ñòü æèâèõ êë³òèí
(78,9± 2,44 � 79,2 % ± 3,29 %), íåâ³ðîã³äíî
çá³ëüøóþ÷è ³õ â³äñîòîê ó êóëüòóð³ (Ð

 
>0,05),

òà ó 1,7 ðàçà çá³ëüøóâàëà ê³ëüê³ñòü íåêðî-
òè÷íèõ (11,88±1,99 � 20,7 % ± 3,55 %)
(Ð<0,05) êë³òèí ó ïîð³âíÿíí³ ³ç À�Ð1 (ðèñ.
1). À�Ð1 òà À�Ð2 çá³ëüøóâàëè ê³ëüê³ñòü
àóòîôàã³÷íèõ êë³òèí (äèâ. 1,ã) ó 2,2 ðàçà
(6,45±1,47 � 13,99 % ± 2,03 %) òà 4,2 ðàçà
(6,45±1,47 � 26,78 % ± 6,29 %) â³äïîâ³äíî
(Ð < 0,005). Ê³ëüê³ñòü àóòîôàã³÷íèõ êë³òèí
ï³ñëÿ À�Ð2 çá³ëüøóâàëàñÿ ó ïîð³âíÿíí³ ç À�
Ð1 ó 1,9 ðàçà (13,99±2,03 � 26,78 % ± 6,20 %)
(Ð

1
 < 0,05). Ï³ñëÿ À�Ð2 ÷èñëî êë³òèí ³ç

îçíàêàìè àïîïòîçó çìåíøóâàëàñÿ ó 4,3 ðàçà
ïîð³âíÿíî ³ç À�Ð1 (7,85 ±1,97 � 1,84 % ±
0,38 %;  Ð <0,05).  Òàêèì ÷èíîì, À�Ð2
í³âåëþâàëà ³íäóêö³þ àïîïòîçó â êóëüòóð³ ï³ä
âïëèâîì À�Ð1, äîâîäÿ÷è ê³ëüê³ñòü àïîïòî-
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òè÷íèõ êë³òèí ìàéæå äî êîíòðîëüíîãî
çíà÷åííÿ (2,59±0,61 � 1,84 % ± 0,38 %).

Åêñïðåñ³ÿ ãåí³â á³ëê³â òåïëîâîãî øîêó
HSP70, HSP90, á³ëêà-ðåãóëÿòîðà àïîïòîçó
Bcl2 òà êëþ÷îâîãî ðåãóëÿòîðà àóòîôàã³¿
FRAP ó  êóëüòóð³  êàðä³îì³îöèò³â  ïðè
ìîäåëþâàíí³ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿. Âñòà-
íîâëåíî, ùî ïðè ìîäåëþâàíí³ À�Ð1 â³äáó-
âàþòüñÿ ñóòòºâ³ çì³íè â åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ
ãåí³â HSP70, HSP90 (ðèñ. 2). Òàê, âì³ñò
ìÐÍÊ HSP70 çá³ëüøóâàâñÿ ó  4 ,4  ðàçà
(1,32·10-7±0,11 � 5,81·10-7±0,47) ïîð³âÿíî ç
êîíòðîëåì (P<0,05), à âì³ñò ìÐÍÊ HSP90 �
ó 38 ðàç³â ((5,12±0,005)·10-8� (195±0,2)·10-8)
(P<0,05). Ïðè öüîìó åêñïðåñ³ÿ ãåí³â Bcl2
òà FRAP äåùî çìåíøóâàëàñÿ, ïðîòå ö³
ðåçóëüòàòè íå áóëè â³ðîã³äíèìè (ðèñ. 3).

Àíàë³ç îòðèìàíèõ ðåçóëüòàò³â ïîêàçóº,
ùî ñò³éê³ñòü êàðä³îì³îöèò³â, êîòð³ çàçíàëè
âïëèâó À�Ð1 äî âïëèâó À�Ð2 íå çá³ëü-
øóºòüñÿ,  à  íàâïàêè ìàº òåíäåíö³þ äî

çìåíøåííÿ.  Ïðîâ³äíèìè ìåõàí³çìàìè
çàãèáåë³ êë³òèí ïðè öüîìó áóëè íåêðîç òà
àóòîôàã³÷íà êë³òèííà ñìåðòü. Çäàòí³ñòü äî
ðåàë³çàö³¿ àïîïòîòè÷íî¿ ïðîãðàìè êàðä³î-
ì³îöèòè çà  âêàçàíèõ óìîâ âòðà÷àþòü.
Îò ðèìàí³  ðåçóëüòàòè  ïðî  çá ³ëüøåííÿ
åêñïðåñ³¿ á³ëê³â òåïëîâîãî øîêó, ùî ïðàê-
òè÷íî óñ³ìà äîñë³äíèêàìè ââàæàþòüñÿ
öèòî- òà êàðä³îïðîòåêòèâíèìè, ÷åðåç 24 ãîä
ï³ñëÿ àíîêñ³¿, íà ïåðøèé ïîãëÿä, íå ìîæóòü
ïîÿñíèòè çìåíøåííÿ ðåçèñòåíòíîñò³ êë³òèí
äî àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿. Îäíàê åêñïðåñ³ÿ
âêàçàíèõ øàïåðîí³â ìàº íå ëèøå ïðîòåê-
òèâíå çíà÷åííÿ, à ìîæå ³ ñïðèÿòè óøêîä-
æåííþ êë³òèí. Â³äîìî, ùî çà óìîâ ñòðåñó
íàêîïè÷óþòüñÿ HSP (â³ä àíãë. heat shock
protein) íà ìåìáðàíàõ êë³òèí ñåðöÿ [11],
âíàñë³äîê ÷îãî âîíè ðîçï³çíàþòüñÿ òà
åë³ì³íóþòüñÿ ë³ìôîöèòàìè. Íàêîïè÷åííÿ
HSP íà ìåìáðàí³ º ïîòóæíèì ïðîçàïàëüíèì
ñèãíàëîì ³ êîðåëþº ç³ çá³ëüøåííÿì ê³ëüêîñò³

Ðèñ. 1. Çì³íè ê³ëüêîñò³ æèâèõ (à), íåêðîòè÷íèõ (á), àïîïòîòè÷íèõ (â) ³ êë³òèí ç îçíàêàìè àóòîôàã³¿ (ã) ó ïåðâèíí³é
êóëüòóð³ ³çîëüîâàíèõ íåîíàòàëüíèõ êàðä³îì³îöèò³â ïðè â³äòâîðåíí³ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿: 1 � êîíòðîëü, 2 � âïëèâ
àíîêñ³¿ (30 õâ) òà ðåîêñèãåíàö³¿ (24 ãîä), 3 � âïëèâ àíîêñ³¿ (30 õâ) ³ ðåîêñèãåíàö³¿ (24 ãîä), àíîêñ³¿ (30 õâ) òà ðåîêñèãåíàö³¿
(1 ãîä). * Ð<0,05 ó ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì
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íåêðîòè÷íèõ êë³òèí. Ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî çà
óìîâ ñòðåñó á³ëêè òåïëîâîãî øîêó òàêîæ
ïî÷èíàþòü ñåêðåòóâàòèñÿ êàðä³îì³îöèòàìè
òà ìîæóòü çáóäæóâàòè òàê çâàí³ Toll-ïîä³áí³
ðåöåïòîðè,  ùî ââàæàþòüñÿ îñíîâíèìè
êîìïîíåíòàìè ïåðâèííî¿ íåñïåöèô³÷íî¿
³ìóííî¿  â³äïîâ³ä³ .  Åêñïðåñ³ÿ âêàçàíèõ
ðåöåïòîð³â õàðàêòåðíà äëÿ êë³òèí ñåðöÿ
[18]. Òàêèì ÷èíîì, ñåêðåòóþ÷è ó íàäì³ðí³é
ê³ëüêîñò³ HSP, êë³òèíè ó êóëüòóð³ ìîæóòü
âïëèâàòè íà âëàñí³ Toll-ïîä³áí³ ðåöåïòîðè
³ ñòèìóëþâàòè âèä³ëåííÿ ïðîçàïàëüíèõ
ðå÷îâèí, â òîìó ÷èñë³ ôàêòîðà íåêðîçó
ïóõëèí (ÔÍÏ), ùî ³íäóêóº ÿê íåêðîç, òàê ³
àïîïòîç. Âñòàíîâëåíî, ùî ÔÍÏ â ñâîþ
÷åðãó ³íäóêóº åêñïðåñ³þ HSP, à îñòàíí³
îïîñåðäêîâàíî ÷åðåç ÿäåðíèé ôàêòîð êàïïà

Â (NF-kB), âïëèâàþòü íà åêñïðåñ³þ ÔÍÏ,
çàìèêàþ÷è òàêèì ÷èíîì õèáíå êîëî [19].
Òàêîæ ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî ÷åðåç á³ëêè,
ïîâ�ÿçàí³ ç ôàêòîðîì, àñîö³éîâàíèì ³ç
ðåöåïòîðàìè ÔÍÏ (TRAF) (â³ä. àíãë. TNE
Receptor Associated Factor), ïðèãí³÷óºòüñÿ
àêòèâí³ñòü êàñïàçè 8 òà ÿê íàñë³äîê �
êàñïàçè  3 ,  ³ ç  ïðèãí ³÷åííÿì ðîçâèòêó
àïîïòîçó [24]. Ç ³íøèõ äæåðåë â³äîìî, ùî
çà óìîâ áëîêóâàííÿ àïîïòîòè÷íî¿ ïðîã-
ðàìè, ìîæå â³äáóâàòèñÿ ïåðåêëþ÷åííÿ
ìåõàí³çì³â çàãèáåë³ ç ðîçâèòêîì íåêðîçîì
ó â³äïîâ³äü íà ïðîàïîïòîòè÷í³ ôàêòîðè [7,
13]. Íå âèêëþ÷åíî, ùî ñàìå òàêà ñèòóàö³ÿ
ñêëàäàºòüñÿ â êóëüòóð³ êàðä³îì³îöèò³â ÷åðåç
äîáó ï³ñëÿ ïåðøî¿  àíîêñ³ ¿  �  íàäì³ðíà
åêñïðåñ³ÿ á³ëê³â òåïëîâîãî øîêó çàïóñêàº

Ðèñ. 2. Åêñïðåñ³ÿ ãåí³â HSP70 (à) òà HSP90 (á) ó êóëüòóð³ ³çîëüîâàíèõ íåîíàòàëüíèõ êàðä³îì³îöèò³â ïðè â³äòâîðåíí³
àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿: N1 � ê³ëüê³ñòü ìîëåêóë ìÐÍÊ HSP70 (10-7)/ìîëåêóë ìÐÍÊ 18S íà 1 ìêë, N2 � ê³ëüê³ñòü ìîëåêóë
ìÐÍÊ HSP90 (10-6)/ìîëåêóë ìÐÍÊ 18S íà 1 ìêë; 1 � êîíòðîëü, 2 � àíîêñ³ÿ (30 õâ), ðåîêñèãåíàö³ÿ (24 ãîä). * Ð<0,05
ó ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì
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Ðèñ. 3. Åêñïðåñ³ÿ ãåí³â Bcl2 (à) òà FRAP (á) ó êóëüòóð³ ³çîëüîâàíèõ íåîíàòàëüíèõ êàðä³îì³îöèò³â ïðè â³äòâîðåíí³
àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿: n � â³äíîñíèé âì³ñò ìÐÍÊ ãåíà/ìÐÍÊ ãë³öåðàëüäåã³ä-3-ôîñôàòäåã³äðîãåíàçà; 1 � êîíðîëü,
2 � àíîêñ³ÿ (30 õâ), ðåîêñèãåíàö³ÿ (24 ãîä)
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êàñêàä ðåàêö³é, ùî çóìîâëþþòü íåêðîòè÷íó
çàãèáåëü êë³òèí ³ áëîêóâàííÿ àïîïòîòè÷íî¿
ïðîãðàìè ïðè ïîâòîðí³é àíîêñ³¿�ðåîêñè-
ãåíàö³¿.

Åêñïðåñ³ÿ Bcl2, ùî ìàº ÿê àíòèàïîï-
òîòè÷í³, òàê ³ àíòèíåêðîòè÷í³ âëàñòèâîñò³
[3, 17] íå çðîñòàëà ï³ñëÿ â³äòâîðåííÿ � À�
Ð1, à, îòæå, íå ìîãëà çàáåñïå÷èòè çá³ëü-
øåííÿ ñò³éêîñò³ êë³òèí äî ïîâòîðíî¿ À�Ð2.
Åêñïðåñ³ÿ ³íøîãî öèòîïðîòåêòèâíîãî ïðî-
òå¿íó FRAP, ùî çàïîá³ãàº àóòîôàã³÷í³é
êë³òèíí³¿ ñìåðò³ òàêîæ ìàëà òåíäåíö³þ äî
çìåíøåííÿ, ùî, íà íàøó äóìêó, ïîÿñíþº
çíà÷íèé ïðèð³ñò ê³ëüêîñò³ êàðä³îì³îöèò³â ç
îçíàêàìè àóòîôàã³¿  ï³ñëÿ À�Ð2. Òàêîæ
ðàí³øå áóëî ïîêàçàíî, ùî â êàðä³îì³îöèòàõ
çà óìîâ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ ðîçâèâàºòüñÿ
ñòðåñ åíäîïëàçìàòè÷íîãî ðåòèêóëóìà [1,
22], ùî â ñâîþ ÷åðãó ñïðè÷èíþº ï³äâè-
ùåííÿ åêñïðåñ³¿ GRP78/BiP � á³ëêà-øàïå-
ðîíà, ÿêèé º êëþ÷îâèì ðåãóëÿòîðîì ñòðåñ-
³íäóêîâàíî¿ àóòîôàã³¿ [9].

Òàêèì ÷èíîì,  îòðèìàí³  ðåçóëüòàòè
ïåâíîþ ì³ðîþ ïîÿñíþþòü íàäçâè÷àéíî
ìàëó ê³ëüê³ñòü àïîïòîòè÷íèõ êàðä³îì³î-
öèò³â, ùî ðåºñòðóºòüñÿ ïðè ³íôàðêò³ ì³î-
êàðäà â êë³í³÷íèõ óìîâàõ ó ëþäèíè [2, 8].
Íå âèêëþ÷åíî, ùî â ðàç³ ³øåì³÷íî¿ õâîðîáè
ñåðöÿ, ÿêà õàðàêòåðèçóºòüñÿ áàãàòîðàçîâèìè
³øåì³÷íèìè åï³çîäàìè, îñíîâíèì âèäîì
êë³òèííî¿ ñìåðò³ º ñàìå íåêðîç, à ðîëü
àïîïòîçó º âåëüìè íåçíà÷íîþ.

Îòæå, çà óìîâ ä³¿ À�Ð2 ï³ñëÿ ïåðøîãî ¿¿
åï³çîäó îñíîâíèì ìåõàí³çìîì çàãèáåë³
êàðä³îì³îöèò³â ó êóëüòóð³  º  íåêðîç òà
àóòîôàã³÷íà êë³òèííà ñìåðòü. Íå âèêëþ-
÷åíî, ùî ³íäóêîâàíà àíîêñ³ºþ�ðåîêñè-
ãåíàö³ºþ íàäì³ðíà åêñïðåñ³ÿ á³ëê³â òåïëî-
âîãî øîêó 70 òà 90 êÄà ðîáèòü âàãîìèé
âíåñîê ó áëîêóâàííÿ àïîïòîòè÷íî¿ ïðîã-
ðàìè â êóëüòóð³ êàðä³îì³îöèò³â, à, îòæå,
ïîÿñíþº íàäçâè÷àéíî ìàëó ê³ëüê³ñòü àïîï-
òîòè÷íèõ êàðä³îì³îöèò³â, ùî ðåºñòðóºòüñÿ
ïðè ³íôàðêò³ ó êë³í³ö³, òà íàâîäèòü íà äóìêó
ïðî íåçíà÷íó ðîëü àïîïòîçó ó çàãèáåë³
êë³òèí ñåðöÿ â óìîâàõ ³øåì³¿�ðåïåðôóç³¿.

Ïîêàçàíå ï³äâèùåííÿ åêñïðåñ³ ¿  öèòî-
ïðîòåêòèâíîãî  ãåíà  á ³ëêà-ðåãóëÿòîðà
àóòîôàã³¿ FRAP êîðåëþº ç³ çðîñòàííÿì
ïîïóëÿö³¿ êë³òèí, ùî ìàþòü îçíàêè àóòî-
ôàã³¿, â êóëüòóð³ êàðä³îì³îöèò³â ïðè â³äòâî-
ðåíí³ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿.

O.V. Surova, V.E. Dosenko, V.S. Nagibin,
L.V. Tumanovskaya, A.A. Moybenko

SECOND ANOXIA-REOXYGENATION DOES
NOT CAUSE THE APOPTOTIC CELL DEATH
OF NEONATAL CARDIOMYOCYTES:
POSSIBLE ROLE OF CHANGES OF mRNA
EXPRESSION OF CYTOPROTECTIVE GENES

The cells death and genes expression in neonatal cardiomyocytes
culture at two anoxia-reoxygenation modeling were investigated.
The primary culture of neonatal cardiomyocytes was under-
gone 30 min of anoxia followed by 24 h (A-R1) and the second
anoxia-reoxygenation � 30 min and 60 min respectively (A-R2).
The percentages of living, necrotic, apoptotic and autophagic
cells were determined by staining with bis-benzimide, propidium
iodide and monodansylcadaverine. Anoxia-reoxygenation sig-
nificantly influenced the ratio of living, necrotic, apoptotic and
autophagic cells both at its first A-R1 and second A-R2 epi-
sodes. It was shown that the main mechanism of cell death
after the both periods of anoxia-reoxygenation is necrosis. The
changes of mRNA levels of genes of heat shock proteins HSP70
and HSP90, antiapoptotic protein Bcl2 and key regulator of au-
tophagy FRAP in cardiomyocytes culture were established. The
data obtained allow to make suggestion that in 24 h after the
first episode of anoxia-reoxygenation A-R1 the overexpression
of heat shock proteins starts the cascade of reactions that causes
the necrotic cell death prevalent and the blocking of apoptotic
program at second anoxia-reoxygenation A-R2.

O.O.Bogomoletz Institute of Physiology, National
Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv
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