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Åôåêòè çàãëóøåííÿ ãåíà óá³êâ³òèíó
ïðè àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ â êóëüòóð³ êàðä³îì³îöèò³â

Áåðó÷è äî óâàãè âàæëèâó ðîëü óá³êâ³òèíçàëåæíîãî ïðîòåàñîìíîãî ïðîòåîë³çó â îáì³í³
ôóíêö³îíàëüíèõ á³ëê³â êàðä³îì³îöèò³â (àêòèíó, ì³îçèíó, ³îííèõ êàíàë³â òîùî), ñòàíîâèòü
³íòåðåñ äîñë³äæåííÿ ìåõàí³çì³â êë³òèííî¿ ñìåðò³ ïðè ñïåöèô³÷íîìó çàãëóøåíí³ ãåíà óá³êâ³òèíó
(UBB) çà äîïîìîãîþ ÐÍÊ-³íòåðôåðåíö³¿ òà ìîäåëþâàíí³ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿. ²íòåðôåðóþ÷³
ÐÍÊ ââîäèëè øëÿõîì åëåêòðîïîðàö³¿ â ³çîëüîâàí³ íåîíàòàëüí³ êàðä³îì³îöèòè, ï³ñëÿ ÷îãî
ïåðâèííà êóëüòóðà êë³òèí ï³äëÿãàëà ä³¿ àíîêñ³¿ (30 õâ) ç íàñòóïíîþ ðåîêñèãåíàö³ºþ (1 àáî 24
ãîä). Â³äñîòîê æèâèõ, íåêðîòè÷íèõ, àïîïòîòè÷íèõ òà àóòîôàã³÷íèõ êàðä³îì³îöèò³â âèçíà÷àëè
ôëóîðåñöåíòíîþ ì³êðîñêîï³ºþ. Ê³ëüê³ñíó îö³íêó åêñïðåñ³¿ UBB ³ ñóáîäèíèöü ïðîòåàñîìè β5
(PSMB5) òà β9 (PSMB9) ïðîâîäèëè ç âèêîðèñòàííÿì ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ â
ðåàëüíîìó ÷àñ³. Ïîêàçàíî, ùî ïðè ìîäåëþâàíí³ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ â ðåæèì³ 30 õâ � 24 ãîä
åêñïðåñ³ÿ ìÐÍÊ UBB çá³ëüøóâàëàñÿ â 2,1 ðàçà (Ð<0,05). Ïðè ââåäåíí³ â êóëüòóðó ìàëèõ
³íòåðôåðóþ÷èõ ÐÍÊ åêñïðåñ³ÿ ìÐÍÊ öüîãî á³ëêà çìåíøóâàëàñÿ â 2,4 ðàçà (Ð<0,05), ïðè öüîìó
çíèæóâàëàñÿ åêñïðåñ³ÿ ìÐÍÊ ñóáîäèíèöü ïðîòåàñîìè β5 ³ β9 â 1,3 (Ð>0,05) òà 1,6 (Ð<0,05)
ðàçà â³äïîâ³äíî â ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì (ââåäåííÿ ³íäèôåðåíòíèõ äâîëàíöþãîâèõ ÐÍÊ). Ïðè
öüîìó çìåíøóâàëàñÿ ê³ëüê³ñòü æèâèõ êë³òèí ó êóëüòóð³ (70,26 % ± 1,54 %, Ð<0,05),
çá³ëüøóâàëàñÿ ê³ëüê³ñòü íåêðîòè÷íèõ (25,92 % ± 1,52 %, Ð>0,05), àïîïòîòè÷íèõ (4,32 % ± 0,53
%, Ð>0,05) ³ êë³òèí ç îçíàêàìè àóòîôàã³¿ (38,2 % ± 3,81 %, Ð<0,05). Ïðè öüîìó çàãëóøåííÿ UBB
ïðè àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ (30 õâ � 1 ãîä) çá³ëüøóâàëî ê³ëüê³ñòü æèâèõ êë³òèí íà 3,7 % ³
çìåíøóâàëî ê³ëüê³ñòü íåêðîòè÷íèõ êàðä³îì³îöèò³â íà 4,7 % òà íå âïëèâàëî íà ïîïóëÿö³þ
àïîïòîòè÷íèõ òà àóòîôàã³÷íèõ êë³òèí. Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè ñâ³ä÷àòü ïðî òå, ùî çàãëóøåííÿ
UBB, åêñïðåñ³ÿ ÿêîãî çá³ëüøóºòüñÿ ïðè àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿, ³íäóêóº íåêðîòè÷íó òà
àóòîôàã³÷íó çàãèáåëü ³íòàêòíèõ êóëüòèâîâàíèõ êàðä³îì³îöèò³â, îäíàê äåÿêîþ ì³ðîþ çá³ëüøóº
ðåçèñòåíòí³ñòü öèõ êë³òèí äî àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿.
Êëþ÷îâ³ ñëîâà: óá³êâ³òèí, ÐÍÊ-³íòåðôåðåíö³ÿ, êàðä³îì³îöèòè.

ÂÑÒÓÏ

Îñê³ëüêè ñåðöå ïîñò³éíî ôóíêö³îíóº ç
âåëèêèì íàâàíòàæåííÿì,  ùî ïîòðåáóº
³íòåíñèâíîãî ñèíòåçó íîâèõ ïðîòå¿í³â, òî
ïîñòàº  íàãàëüíà ïîòðåáà êîíòðîëþ çà
ôîëäèíãîì íîâîñèíòåçîâàíèõ ³ ñâîº÷àñíîþ
óòèë³çàö³ºþ «â³äïðàöüîâàíèõ» á³ëê³â .
Åôåêòèâí³ñòü âèêîíàííÿ òàêîãî çàâäàííÿ
çàáåçïå÷óºòüñÿ ïîòóæíîþ ñèñòåìîþ êîíò-
ðîëþ çà ÿê³ñòþ ïðîòå¿í³â, ÿêà ñêëàäàºòüñÿ
íàñàìïåðåä ³ç øàïåðîí³â òà óá³êâ³òèí-
çàëåæíîãî  ïðîòåàñîìíîãî  ïðîòåîë ³ çó

(ÓÏÏ). Ôóíêö³îíóâàííÿ îñòàííüîãî âèçíà-
÷àºòüñÿ  äâîìà îñíîâíèìè ïðîöåñàìè:
óá³êâ³òèí³çàö³ºþ (êîâàëåíòíà ìîäèô³êàö³ÿ
á³ëêà-ì³øåí³ çà äîïîìîãîþ ïðèºäíàííÿ
ëàíöþæêà íèçüêîìîëåêóëÿðíîãî á³ëêà
óá³êâ³òèíó) òà ã³äðîë³çîì ìàðêîâàíèõ òàêèì
÷èíîì á³ëê³â  ìóëüòèôåðìåíòíèì êîì-
ïëåêñîì ï³ä  íàçâîþ ïðîòåàñîìà.  Ïðî
âàæëèâó ðîëü ñèñòåìè ÓÏÏ äëÿ íîðìàëüíî¿
ðîáîòè êë³òèí ñåðöÿ ñâ³ä÷àòü äàí³ ïðî éîãî
ïîðóøåííÿ ïðè åêñïåðèìåíòàëüíîìó â³äòâî-
ðåíí³ ñåðöåâî¿ ïàòîëîã³¿, çîêðåìà ³øåì³¿,
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³øåì³¿�ðåïåðôóç³¿ òà ã³ïåðòðîô³¿ ñåðöÿ [2,
7 ,  16] ,  ³  ïðè ðåàëüíèõ çàõâîðþâàííÿõ
ëþäèíè (êàðä³îì³îïàò³ÿõ, ³íôàðêò³ ì³îêàðäà,
ã³ïåðòðîô³¿) [1, 3]. Çîêðåìà, ïîêàçàíî, ùî
àêòèâí³ñòü ïðîòåàñîìè 26S ïðè ìîäå-
ëþâàíí³  ³øåì³¿  ì³îêàðäà ñóòòºâî çíè-
æóºòüñÿ, ùî ïîÿñíþºòüñÿ âèñîêîþ ÷óòëè-
â³ñòþ öüîãî êîìïëåêñó äî îêñèäàòèâíîãî
óøêîäæåííÿ [2]. Ïðè â³äòâîðåíí³ àíîêñ³¿�
ðåîêñèãåíàö³¿ äëÿ êàðä³îì³îöèò³â óñòàíîâ-
ëåíî, ùî àêòèâí³ñòü ïðîòåàñîìè çìåí-
øóºòüñÿ ïðè àíîêñ³¿, àëå øâèäêî â³äíîâ-
ëþºòüñÿ äî êîíòðîëüíîãî çíà÷åííÿ ï³ñëÿ
ðåîêñèãåíàö³¿, à çàñòîñóâàííÿ ³íã³á³òîð³â
ïðîòåàñîìè ïðè öüîìó äàº çìîãó çàõèñòèòè
êàðä³îì³îöèòè â³ä óøêîäæåííÿ [2]. Ââå-
äåííÿ ñåëåêòèâíèõ ³íã³á³òîð³â ïðîòåàñîìè
â åêñïåðèìåíò³ in vivo ïðè ìîäåëþâàíí³
³øåì³¿�ðåïåðôóç³¿ ñåðöÿ òàêîæ ïðèçâîäèëî
äî çìåíøåííÿ ðîçì³ð³â ä³ëÿíêè ³íôàðêòó
ì³îêàðäà [16]. Ïðè öüîìó çðîçóì³ëî, ùî
àäåêâàòíà  ðîáîòà  ïðîòåàñîìè,  à  ñàìå
ñïåöèô³÷í³ñòü ³ âèá³ðêîâ³ñòü ïðîòåîë³çó,
çàáåçïå÷óºòüñÿ ñèñòåìîþ óá³êâ³òèí³çàö³¿, â
ÿê³é óá³êâ³òèí çàéìàº êëþ÷îâå ïîëîæåííÿ.
Â³í º âíóòð³øíüîêë³òèííèì,  íèçüêîìîëå-
êóëÿðíèì, âèñîêîêîíñåðâàòèâíèì ðåãó-
ëÿòîðíèì ïðîòå¿íîì, ùî ñêëàäàºòüñÿ ç 76
àì³íîêèñëîòíèõ çàëèøê³â (ìîëåêóëÿðíà
ìàñà 8564,5 Äà). Îñíîâíà éîãî ôóíêö³ÿ
ïîëÿãàº ó ìàðêóâàíí³ á³ëê³â, ùî ï³äëÿãàþòü
ïðîòåàñîìí³é äåãðàäàö³¿. Âñòàíîâëåíî, ùî
óá³êâ³òèí º âàæëèâèì íå ëèøå äëÿ çä³éñ-
íåííÿ ïðîòåàñîìíîãî ïðîòåîë³çó, à é â³ä³ãðàº
âåëèêó ðîëü ó ïðàâèëüí³é êîìïàðòìåíòà-
ë³çàö³¿ á³ëê³â, âíóòð³øíüîêë³òèíí³é ñèãíà-
ë³çàö³¿, ñîðòóâàíí³ òðàíñìåìáðàííèõ á³ëê³â
òà ¿õíüîìó òðàíñïîðò³ [18, 19, 20]. Â îñòàíí³
ðîêè ïîêàçàíî, ùî óá³êâ³òèí ðîçãëÿäàºòüñÿ
ÿê îäèí ³ç ïåðñïåêòèâíèõ ìîëåêóëÿðíèõ
ìàðêåð³â çàõâîðþâàíü ñåðöÿ, îñê³ëüêè éîãî
åêñïðåñ³ÿ çíà÷íî ï³äâèùóºòüñÿ ó ïàö³ºíò³â
ç ãîñòðèì ³íôàðêòîì ì³îêàðäà òà ñòåíî-
êàðä³ºþ [4]. Îäíàê åêñïðåñ³ÿ ãåí³â, ùî
êîäóþòü ð³çí³ ñóáîäèíèö³ ïðîòåàñîìè, íå
âèâ÷àëàñÿ, ³ öå íå äàº ìîæëèâ³ñòü îá�ºê-

òèâíî îö³íèòè åôåêòèâí³ñòü ðîáîòè ÓÏÏ ÿê
ö³ë³ñíî¿ ñèñòåìè äåãðàäàö³¿ âíóòð³øíü-
îêë³òèííèõ ïðîòå¿í³â.

Ìåòà ö³º¿  ðîáîòè � âèâ÷èòè åôåêòè
çàãëóøåííÿ ãåíà óá³êâ³òèíó (UBB � â³ä
àíãë. Ubiguitin B) ³ç çàñòîñóâàííÿì ìàëèõ
³íòåðôåðóþ÷èõ ÐÍÊ (siRNA) â êóëüòè-
âîâàíèõ êàðä³îì³îöèòàõ, âèçíà÷èòè åêñ-
ïðåñ³þ ãåí³â ,  ùî êîäóþòü ñóáîäèíèö³
ïðîòåàñîìè (PSMB5 ³ PSMB9) ³ äîñë³äèòè
ðåçèñòåíòí³ñòü òàêèõ êë³òèí äî àíîêñ³¿�
ðåîêñèãåíàö³¿.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Êóëüòèâóâàííÿ ³çîëüîâàíèõ êàðä³îì³îöèò³â
òà ìîäåëþâàííÿ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿.
Äîñë³äæåííÿ ïðîâåäåí³ íà ùóðàõ ë³í³¿
Â³ñòàð â³êîì 2 äîáè. Êóëüòóðó êàðä³î-
ì³îöèò³â îòðèìóâàëè çà ìåòîäèêîþ Rei-
necke [19].  Òâàðèí çíåðóõîìëþâàëè çà
äîïîìîãîþ öåðâ³êàëüíî¿ äèñëîêàö³¿, ÷åðåç
ïîâçäîâæí³é ðîçð³ç ãðóäíî¿ ïîðîæíèíè
âèéìàëè ñåðöå. Øëóíî÷êè â³äîêðåìëþâàëè
â³ä ïåðåäñåðäü, â³äìèâàëè â ñòåðèëüíîìó
áóôåðíîìó 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 íà øìàòî÷êè,
ðîçì³ðîì ïðèáëèçíî 1 ìì3 òà ïåðåíîñèëè ó
�ñâ³æó� ïîðö³þ áóôåðà, ùî ì³ñòèâ 0,34 ìã/
ìë êîëàãåíàçè ²² òèïó òà 0,6 ìã/ìë ïàíêðåà-
òèíó. Ïðîâîäèëè 3�4 öèêëè ³íêóáóâàííÿ ïî
10 õâ ïðè 37°Ñ, öåíòðèôóãóâàëè (400 g, 1,5
õâ), à îñàä ðåñóñïåíäóâàëè â 1 ìë ñåðåäî-
âèùà äëÿ êóëüòèâóâàííÿ, äî ÿêîãî âõîäèëè
ñåðåäîâèùå ²ãëà â ìîäèô³êàö³¿ Äþëüáåêêî
(DMEM) òà ñåðåäîâèùå 199 ó ñï³ââ³ä-
íîøåíí³ 4:1, åìáð³îíàëüíà òåëÿ÷à ñèðî-
âàòêà  �  15  %,  NaÍÑÎ

3 
�  4 ,2  ììîëü/ë ,

HEPES � 15 ììîëü/ë, ñòðåïòîì³öèí � 100
ìêã/ìë, ãåíòàì³öèí � 0,05 ìã/ìë ³ ïåí³öèë³í �
100 ÎÄ/ìë. Ê³ëüê³ñòü æèâèõ ³ çàãèáëèõ
êë³òèí ï³äðàõîâóâàëè â êàìåð³ Ãîðÿºâà ïðè
äîäàâàíí³ 0,2%-ãî òðèïàíîâîãî ñèíüîãî.

Åôåêòè çàãëóøåííÿ ãåíà óá³êâ³òèíó  ïðè àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ â êóëüòóð³ êàðä³îì³îöèò³â
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Îòðèìàí³ êë³òèíè âèñàäæóâàëè ç ðîçðàõóíêó
120 000 êë³òèí íà 1 ñì2 ïîâåðõí³ â 16-
ëóíêîâ³ ïëàñòèêîâ³ ïëàíøåòè äëÿ êóëüòóð
êë³òèí íà ñêëî, âêðèòå 2%-ì æåëàòèíîì.
Êóëüòèâóâàííÿ êàðä³îì³îöèò³â ïðîâîäèëè â
æèâèëüíîìó ñåðåäîâèù³, ïðè 37°Ñ ó ãàçî-
âîìó ñåðåäîâèù³: 5 % ÑÎ

2
 òà 95 % àòìî-

ñôåðíîãî ïîâ³òðÿ. ×åðåç 24 ãîä êóëüòè-
âóâàííÿ çì³íþâàëè æèâèëüíå ñåðåäîâèùå
òà ìîäåëþâàëè àíîêñ³þ�ðåîêñèãåíàö³þ
òàêèì ÷èíîì: ïîäàâàííÿ ãàçîâî¿ ñóì³ø³, ùî
âêëþ÷àëà 5 % ÑÎ

2
 òà 95 % Ar ïðîòÿãîì 30

õâ ó åêñèêàòîð³ ç ù³ëüíî ïðèòåðòîþ êðèø-
êîþ, êóäè çàçíà÷åíó ãàçîâó ñóì³ø ïîäàâàëè
÷åðåç ñòåðèë³çóþ÷èé ô³ëüòð (ä³àìåòð ïîð
ô³ëüòðà 0,22 ìêì) ³ øàð ñòåðèëüíî¿ âîäè,
íàëèòèé íà äíî åêñèêàòîðà. Äëÿ ìîäåëþ-
âàííÿ ðåîêñèãåíàö³¿ ï³ñëÿ àíîêñ³¿ çàì³íþ-
âàëè æèâèëüíå òà ãàçîâå ñåðåäîâèùà (áåç
àðãîíó) òà êóëüòèâóâàëè êë³òèíè ïðîòÿãîì
1 àáî 24 ãîä [6].

ÐÍÊ-³íòåðôåðåíö³ÿ in vitro. ÐÍÊ äëÿ
ñïåöèô³÷íîãî çàãëóøåííÿ UBB, à òàêîæ
³íäèôåðåíòí³ ÐÍÊ (Scr siRNA, â³ä àíãë.
scrambled RNA),  ùî íå  âïëèâàþòü íà
åêñïðåñ³þ æîäíîãî ãåíà, áóëè ñèíòåçîâàí³
íà çàìîâëåííÿ ô³ðìîþ «Metabion» (Í³ìå÷-
÷èíà) ³ ìàëè òàêó ïîñë³äîâí³ñòü íóêëåî-
òèä³â:

UBB-Sense -5 ` -GGCCAAGAUCCAG
GAUAAAUU-3`,

UBB-Antisense-5`-UUUAUCCUGGA
UCUUGGCCUU-3`,

Scrambled-Sense-5`-UGUUCAGCGAA
AUAUAACCUU-3`,

Scrambled-Antisense-5`-GGUUAUAUU
UCGCUGAACAUU-3`.

Äâîëàíöþãîâ³ ÐÍÊ îòðèìóâàëè áåçïî-
ñåðåäíüî ïåðåä ââåäåííÿì â êë³òèíè, çã³äíî
ç ïðîòîêîëîì âèðîáíèêà: ðîç÷èíè â³äïî-
â³äíèõ ñåíñîâèõ ³  àíòèñåíñîâèõ îë³ãî-
íóêëåîòèä³â ðîçâîäèëè äâ³÷³ çà äîïîìîãîþ
áóôåðà äëÿ àíåë³íãó, ùî ì³ñòèâ (ììîëü/ë):
HEPES-KOH � 30 (pH 7,4),  KCl � 100,
MgCl

2
 � 2, NH

4
Ac � 50. Â îêðåìó ïðîá³ðêó

âíîñèëè ð³âí³ îá�ºìè êîæíîãî ç ðîç÷èí³â ³

äîäàâàëè óäâ³÷³ ìåíøèé îá�ºì áóôåðà.
Îòðèìàíó ñóì³ø ³íêóáóâàëè 1 õâ ïðè 90 °Ñ
³ ïðîòÿãîì 45 õâ îõîëîäæóâàëè äî ê³ìíàòíî¿
òåìïåðàòóðè ó òåðìîöèêëåð³ �GeneAmp
System 2700�. Ââåäåííÿ ó êàðä³îì³îöèòè
ñïåöèô³÷íèõ äî ìÐÍÊ óá³êâ³òèíó ÷è ³íäè-
ôåðåíòíèõ äâîëàíöþãîâèõ ÐÍÊ çä³éñíþ-
âàëè çà äîïîìîãîþ íàáîðó äëÿ òðàíñôåêö³¿
êàðä³îì³îöèò³â «Rat Cardiomyocytes Neo
Nucleofector Kit» («Lonza», Øâåéöàð³ÿ) òà
ïðèëàäó Nucleofector («Lonza»,  Øâåé-
öàð³ÿ). Êàðä³îì³îöèòè ó æèâèëüíîìó ñåðå-
äîâèù³ ïåðåíîñèëè ó ïðîá³ðêè òà îñàä-
æóâàëè öåíòðèôóãóâàííÿì ïðè 400 g ïðîòÿ-
ãîì 90 ñ. Äî êë³òèííîãî îñàäó äîäàâàëè 100
ìêë áóôåðà, ùî ì³ñòèâ 85 ìêë ðîç÷èíó äëÿ
òðàíñôåêö³¿ êàðä³îì³îöèò³â ùóðà òà 15 ìêë
ðîç÷èíó «Supplement -1»  ( çà  ðåêîìåí-
äàö³ÿìè âèðîáíèêà)  à  ò àêîæ 7 ,5  ìêë
ðîç÷èíó êîíòðîëüíèõ (³íäèôåðåíòíèõ) ÷è
UBB-ñïåöèô³÷íèõ äâîëàíöþãîâèõ ÐÍÊ (20
ìêìîëü). Âì³ñò ïðîá³ðîê îáåðåæíî ïåðå-
ì³øóâàëè, ïåðåíîñèëè â êþâåòè äëÿ òðàíñ-
ôåêö³¿,  ÿê³ ïîì³ùàëè ó íóêëåîôåêòîð ³
ïðîâîäèëè òðàíñôåêö³þ çà ïðîòîêîëîì
âèðîáíèêà. Âì³ñò êþâåò ïåðåíîñèëè ó íîâå
ñåðåäîâèùå òà êóëüòèâóâàëè çà íàâåäåíîþ
âèùå ñõåìîþ ïðîòÿãîì äîáè. Âñ³ îïåðàö³¿
ïðîâîäèëèñÿ ïðè 37 °Ñ.

Âèä³ëåííÿ ÐÍÊ, çâîðîòíà òðàíñêðèïö³ÿ
òà ïîë³ìåðàçíà ëàíöþãîâà ðåàêö³ÿ ó ðåàëü-
íîìó ÷àñ³. ÐÍÊ âèä³ëÿëè ³ç âèêîðèñòàííÿì
íàáîðó Trizol RNA-prep («Isogen», Ðîñ³ÿ) ç
êóëüòóð êàðä³îì³îöèò³â ,  ùî çàçíàâàëè
ââåäåííÿ ñïåöèô³÷íèõ äî ìÐÍÊ óá³êâ³òèíó
÷è ³íäèôåðåíòíèõ äâîëàíöþãîâèõ ÐÍÊ çà
äîïîìîãîþ åëåêòðîïîðàö³¿. Êîíöåíòðàö³þ
âèä³ëåíî¿ ÐÍÊ âèçíà÷àëè ñïåêòðîôîòî-
ìåòðîì NanoDrop 1000 («Thermo Scien-
tific», ÑØA). Çâîðîòíó òðàíñêðèïö³þ (ÇÒ)
ïðîâîäèëè ³ç âèêîðèñòàííÿì First Strand
cDNA Synthesis Kit («Fermentas», Ëèòâà),
çàñòîñîâóþ÷è 1,2�1,5 ìêã çàãàëüíî¿ ÐÍÊ ³
ãåêñàìåðíèé ïðàéìåð. Îòðèìàíà âíàñë³äîê
ÇÒ êîìïëåìåíòàðíà ÄÍÊ (êÄÍÊ) çàçíà-
âàëà ãåíñïåöèô³÷íî¿ ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþ-
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ãîâî¿ ðåàêö³¿ (ÏËÐ)-àìïë³ô³êàö³¿. Äëÿ îö³íêè
åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ óá³êâ³òèíó ìè âèêîðèñòî-
âóâàëè ïðàéìåðè òàêî¿  ïîñë³äîâíîñò³ :
ïðÿìèé: UBB-F 5`- GGCAAGACCATCAC
CCTG-3`, çâîðîòíèé: UBB-R 5`- CTGAAG
AATTA ATAGCCA-3` .  Åêñïðå ñ ³þ UBB
ñòàíäàðòèçóâàëè â³äíîñíî åêñïðåñ³¿ ãåíà
β-àêòèíó ÿê åíäîãåííîãî êîíòðîëþ, äëÿ ÿêîãî
âèêîðèñòîâóâàëèñÿ ïðàéìåðè òàêî¿ ïîñë³-
äîâíîñò³: ïðÿìèé: β-actin-F 5`-CTTAGAGG
GACAAGTGGCG-3` òà çâîðîòíèé: β-actin-
R 5`-GGACATCTAAGGGCATCACA-3` .
ÏËÐ-àìïë³ô³êàö³ÿ UBB ïðîâîäèëàñÿ ó 10
ìêë ñóì³ø³ äëÿ ÏËÐ ó ðåàëüíîìó ÷àñ³ ç
áàðâíèêîì (SYBR Green), ùî ì³ñòèâ 40
ïìîëü êîæíîãî ïðàéìåðà. Îá�ºì äîâîäèëè
äî 20 ìêë äå³îí³çîâàíîþ âîäîþ. Àìïë³-
ô³êàö³þ çä³éñíþâàëè çà äîïîìîãîþ òåðìî-
öèêëåðà «7500 Fast Real-Time PCR System».
Ïðîãðàìó àìïë³ô³êàö³¿ ïî÷èíàëè ç ïîïå-
ðåäíüî¿ àêòèâàö³¿ AmpliTaq Gold® ÄÍÊ-
ïîë³ìåðàçè ïðîòÿãîì 10 õâ ïðè 95°Ñ ³
ïðîäîâæóâàëè 45 öèêëàìè, êîæåí ç ÿêèõ
ñêëàäàâñÿ ç: äåíàòóðàö³¿ ïðè 95°C (19 ñ),
ïðèºäíàííÿ ïðàéìåð³â òà åëîíãàö³¿ ïðè 58°C
(1 õâ). Äëÿ êîíòðîëþ ñïåöèô³÷íîñò³ ïðîâî-
äèëè ñòàä³þ äèñîö³àö³¿ � ïîñë³äîâíå ï³äâè-
ùåííÿ òåìïåðàòóðè â³ä 58 äî 95°Ñ ³ç ðåºñò-
ðàö³ºþ çíèæåííÿ ³íòåíñèâíîñò³ ôëóîðåñ-
öåíö³¿ êîìïëåêñ³â äâîõëàíöþãîâèõ ÄÍÊ ç
SYBR Green. Âèçíà÷àëè â³äíîñíèé ð³âåíü
åêñïðåñ³¿ ãåíà UBB ³ç çàñòîñóâàííÿì çà-
ãàëüíîïðèéíÿòî¿ ìåòîäèêè (ð³âåíü åêñïðåñ³¿ =
2-∆Ñt, äå Ct � ïîðîãîâèé öèêë àìïë³ô³êàö³¿).
Äëÿ ê³ëüê³ñíî¿ îö³íêè åêñïðåñ³¿ ãåí³â PSMB5
âèêîðèñòîâóâàëè íàá³ð TaqMan Gene Expres-
sion Assay 7500 Rn01488742_m1, à äëÿ
îö³íêè åêñïðåñ³¿ PSMB9 � Custom TaqMan
Gene Expression Assay 7500. Ïðîáè äëÿ
â³äïîâ³äíèõ ãåí³â ðîçðîáëåí³ íà îñíîâ³
ïîñë³äîâíîñò³ ìÐÍÊ ùóðà («Applied Bio-
systems», ÑØÀ). Åêñïðåñ³þ ãåí³â PSMB5
òà PSMB9 íîðìàë³çóâàëè â³äíîñíî ãë³öå-
ðàëüäåã³ä-3-ôîñôàò äåã³äðîãåíàçè (GAD
PH) ÿê åíäîãåííîãî êîíòðîëþ, âèêîðèñ-
òîâóþ÷è ðåàêòèâ TaqMan Rodent GADPH

Control Reagent (VICTMProbe). ÏËÐ-àìïë³-
ô³êàö³ÿ ñêëàäàëàñÿ ç  50 òàêèõ öèêë³â:
ïî÷àòêîâà äåíàòóðàö³ÿ ïðè 95°C óïðîäîâæ
20 ñ,  ç  íàñòóïíîþ îáðîáêîþ ïðè 95°C
ïðîòÿãîì 3 ñ, ïðèºäíàííÿ ïðàéìåð³â òà
åëîíãàö³ÿ � 60 °C, 30 ñ. Àíàë³ç îòðèìàíèõ
ðåçóëüòàò ³â  ïðîâîäèëè  çà  äîïîìîãîþ
ïðîãðàìíîãî çàáåçïå÷åííÿ �7500 Fast Real-
time PCR Software�.

Âèçíà÷åííÿ ê³ëüêîñò³ æèâèõ, íåêðî-
òè÷íèõ àïîïòîòè÷íèõ òà àóòîôàã³÷íèõ
êë³òèí. Ê³ëüê³ñòü æèâèõ, íåêðîòè÷íèõ òà
àïîïòîòè÷íèõ êë³òèí âèçíà÷àëè ïðèæèò-
òºâèì ôàðáóâàííÿì êàðä³îì³îöèò³â á³ñ-
áåíçèì³äîì (Hoeñhst 33342) òà éîäèäîì
ïðîï³ä³óìó [6] â êîíöåíòðàö³¿ 8,75 ìêìîëü/
ë  òà  îö³íþâàëè çà  äîïîìîãîþ ìåòîäó
ôëóîðåñöåíòíî¿ ì³êðîñêîï³¿ (Nikon Eclipse
E200, ô³ëüòð D/PI, äîâæèíà õâèë³ çáóä-
æåíííÿ 330�380 òà 510�560 íì äëÿ Hoeñhst
òà éîäèäó ïðîï³ä³óìó â³äïîâ³äíî). Äëÿ
âèÿâëåííÿ àóòîôàã³÷íèõ âàêóîëåé ó êë³òèíàõ
âèêîðèñòîâóâàëè ñïåöèô³÷íèé áàðâíèê �
ìîíîäàíñèëêàäàâåðèí (ïðèæèòòºâå çàáàðâ-
ëåííÿ) â êîíöåíòðàö³¿ 100 ìêìîëü/ë (ô³ëüòð
UV-2A, äîâæèíà õâèë³ çáóäæåííÿ 330�380 íì).

Ñòàòèñòè÷íà îáðîáêà. Îòðèìàí³ öèô-
ðîâ³ ðåçóëüòàòè îáðîáëÿëè ñòàòèñòè÷íî ç
âèêîðèñòàííÿì ïðîãðàìè Microsoft Office
Excel 2003 (Microsoft Corporation, ÑØÀ) òà
Îrigin 7.5 (OriginLab Corporation, ÑØÀ).
Â³ðîã³äí³ñòü â³äì³ííîñòåé ñåðåäí³õ çíà÷åíü
(Ð<0,05) âèçíà÷àëè çà êðèòåð³ºì t Ñòüþ-
äåíòà.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ¯Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Åêñïðåñ³ÿ UBB â êóëüòóð³ ³çîëüîâàíèõ
êàðä³îì³îöèò³â ïðè ìîäåëþâàíí³ àíîêñ³¿�
ðåîêñèãåíàö³¿  òà  ïðè ââåäåíí³  s iRNA,
ñïåöèô³÷íèõ äî UBB. Çà äîïîìîãîþ ÏËÐ
ó ðåàëüíîìó ÷àñ³ áóëî ïîêàçàíî, ùî ìî-
äåëþâàííÿ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ (â ðåæèì³
30 õâ � 24 ãîä) ïðèçâîäèòü äî ï³äâèùåííÿ
åêñïðåñ³ ¿  ìÐÍÊ óá³êâ³òèíó â  2 ,1  ðàçà
(Ð<0,05; ðèñ. 1).

Åôåêòè çàãëóøåííÿ ãåíà óá³êâ³òèíó  ïðè àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ â êóëüòóð³ êàðä³îì³îöèò³â
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Ïðè ââåäåíí³ â êóëüòóðó êàðä³îì³îöèò³â
ìàëèõ ³íòåðôåðóþ÷èõ ÐÍÊ, ñïåöèô³÷íèõ äî
ìÐÍÊ óá³êâ³òèíó, åêñïðåñ³ÿ öüîãî ãåíà
çíèæóâàëàñÿ â 2,4 ðàçà (Ð<0,05; ðèñ. 2), ùî
º ï³äòâåðäæåííÿì åôåêòèâíîñò³ éîãî çàãëó-
øåííÿ.

Åêñïðåñ³ÿ ãåí³â ïðîòåàñîìíèõ ñóá-
îäèíèöü PSMB5 òà PSMB9 â êóëüòóð³
³çîëüîâàíèõ êàðä³îì³îöèò³â ïðè çàãëóøåíí³
UBB. Ó êóëüòóðàõ êë³òèí íàìè òàêîæ áóëî
âèçíà÷åíî ð³âí³ åêñïðåñ³¿ äâîõ ïðîòåà-
ñîìíèõ ñóáîäèíèöü: β5, ùî â³äïîâ³äàº çà
õ³ìîòðèïñèíîïîä³áíó àêòèâí³ñòü ôåðìåíòó

(ðèñ. 3,à) òà ³íäóöèáåëüíî¿ ñóáîäèíèö³ β9
(äèâ.  ðèñ 3,á) .  Ð³âåíü åêñïðåñ³ ¿  ìÐÍÊ
óêàçàíèõ ñóáîäèíèöü çíèæóâàâñÿ â 1,3
(Ð>0,05) òà 1,6 (Ð<0,05) ðàçà â³äïîâ³äíî
ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì (ââåäåííÿ ³íäè-
ôåðåíòíèõ siRNA).  Òàêèé åôåêò ìîæå
îïîñåðåäêîâàíî âêàçóâàòè íà çàëåæí³ñòü
åêñïðåñ³ ¿  ñóáîäèíèöü ïðîòåàñîìè â ³ä
âì³ñòó óá³êâ³òèíó â êë³òèí³ àáî ïåâíèõ
ïîë³óá³êâ³òèí³çîâàíèõ á³ëê³â, âì³ñò ÿêèõ
çíèæóºòüñÿ â ðàç³ ³íòåðôåðåíö³¿ UBB.

Ñï³ââ³äíîøåííÿ æèâèõ, íåêðîòè÷íèõ,
àïîïòîòè÷íèõ òà àóòîôàã³÷íèõ êë³òèí â
êóëüòóð³  êàðä³îì³îöèò³â  ïðè ââåäåíí³
³íòåðôåðóþ÷èõ ÐÍÊ äî óá³êâ³òèíó òà ïðè
ìîäåëþâàíí³ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿. Çàãëó-

Ðèñ. 1. Åêñïðåñ³ÿ ìÐÍÊ óá³êâ³òèíó â êóëüòóð³ êàðä³î-
ì³îöèò³â çà óìîâ ìîäåëþâàííÿ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿
(n=5): 1 � êîíòðîëü, 2 � êóëüòóðà êàðä³îì³îöèò³â, ùî
ï³äëÿãàëè ìîäåëþâàííþ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿
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Ðèñ.  2.  Åêñïðåñ³ÿ ìÐÍÊ óá³êâ³òèíó â êóëüòóð³
êàðä³îì³îöèò³â çà óìîâ ñïåöèô³÷íîãî çàãëóøåííÿ öüîãî
ãåíà çà äîïîìîãîþ ³íòåðôåðóþ÷èõ ÐÍÊ (n=5): 1 �
êîíòðîëüíà êóëüòóðà êàðä³îì³îöèò³â, ÿê³é áóëî ââåäåíî
³íäèôåðåíòí³ ÐÍÊ; 2 � êóëüòóðà, ó ÿêó áóëî ââåäåíî
ñïåöèô³÷í³ ³íòåðôåðóþ÷³ ÐÍÊ (siRNA) äî ãåíà
óá³êâ³òèíó. *Ð<0,05 ó ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì

Ðèñ. 3. Åêñïðåñ³ÿ ãåí³â ïðîòåàñîìíèõ ñóáîäèíèöü
PSMB5 (à) òà PSMB9 (á) ó êóëüòóð³ êàðä³îì³îöèò³â çà
óìîâ ñïåöèô³÷íîãî çàãëóøåííÿ ãåíà óá³êâ³òèíó (n=5).
1 � êîíòðîëüíà êóëüòóðà êàðä³îì³îöèò³â, ÿê³é áóëî
ââåäåíî ³íäèôåðåíòí³ ÐÍÊ; 2 � êóëüòóðà, ó ÿêó áóëî
ââåäåíî ñïåöèô³÷í³ ³íòåðôåðóþ÷³ ÐÍÊ (siRNA) äî ãåíà
óá³êâ³òèíó. *Ð<0,05 ó ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì
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øåííÿ UBB ó êóëüòóð³  êàðä³îì³îöèò³â
ñïðè÷èíÿëî çì³íè ó ñï³ââ³äíîøåíí³ æèâèõ
êë³òèí ³ êë³òèí ç îçíàêàìè ð³çíèõ âèä³â
çàïðîãðàìîâàíî¿ òà íåçàïðîãðàìîâàíî¿
êë³òèííî¿ ñìåðò³. Òàê, ÷åðåç äîáó ï³ñëÿ
ââåäåííÿ äâîëàíöþãîâèõ ÐÍÊ, ñïåöèô³÷íèõ
äî ìÐÍÊ UBB, ê³ëüê³ñòü æèâèõ êë³òèí ó
êóëüòóð³ çìåíøóâàëàñÿ äî 70,26 % ± 1,54 %
(Ð<0,05) ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëüíèìè êóëü-
òóðàìè (ââåäåííÿ scr siRNA), â³äñîòîê
æèâèõ êë³òèí ó ÿêèõ ñòàíîâèâ 75,58 % ± 1,54 %
(ðèñ. 4,à). Îäíàê ïðè â³äòâîðåíí³ àíîêñ³¿ ç
ïîäàëüøîþ ðåîêñèãåíàö³ºþ ê³ëüê³ñòü æèâèõ
êë³òèí ó êîíòðîë³ çìåíøóâàëàñÿ äî 66,58 %
± 1 ,52 % (Ð<0,05) ,  òîä³  ÿê  ïîïåðåäíº
çàãëóøåííÿ  UBB ó  êóëüòóðàõ  êë ³òèí ,
íàâïàêè, ñïðè÷èíÿëî ïðîòåêòèâíèé åôåêò �
â³äñîòîê æèâèõ êë³òèí íå â³äð³çíÿâñÿ â³ä
êîíòðîëüíèõ çíà÷åíü � 70,3 % ± 3,39 %
(Ð>0,05).

Íåãàòèâí³ íàñë³äêè äëÿ êóëüòóðè êàðä³î-
ì³îöèò³â ïðè ââåäåíí³ ñïåöèô³÷íèõ ³íòåð-
ôåðóþ÷èõ ÐÍÊ ïðîÿâëÿëèñÿ â çá³ëüøåíí³
ê³ëüêîñò³ êë³òèí, ùî ãèíóëè ÷åðåç íåêðîç �
äî 25,92 % ± 1,52% (Ð>0,05) ïîð³âíÿíî ç
êîíòðîëüíèìè êóëüòóðàìè (23,61 % ± 1,56 %;
äèâ. ðèñ. 4,á). Ïðîòå êë³òèíè ç³ çíèæåíîþ
åêñïðåñ³ºþ UBB ïðîÿâëÿëè á³ëüøó ñò³éê³ñòü
äî ïîøêîäæóâàëüíî¿ ä³¿ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíà-
ö³¿ òà ìàëè òåíäåíö³þ äî çìåíøåííÿ âì³ñòó
íåêðîòè÷íèõ êë³òèí äî 21,51 % ± 2,42 %
(Ð>0,05) ïîð³âíÿíî ç êóëüòóðàìè, ÿêèì ââî-
äèëè ³íäèôåðåíòí³ ÐÍÊ (26,22 % ± 1,73 %).

Ê³ëüê³ñòü àïîïòîòè÷íèõ êë³òèí â êóëü-
òóð³ ç çàãëóøåííÿì UBB ìàëà òåíäåíö³þ
äî çá³ëüøåííÿ äî 4,32 % ± 0,53 % (Ð>0,05)
ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì (3,49 % ± 0,3 %; äèâ.
ðèñ. 4,â). Ïðè â³äòâîðåíí³ àíîêñ³¿�ðåîêñè-
ãåíàö³¿  âì³ñò àïîïòîòè÷íèõ êë³òèí áóâ
ï³äâèùåíèì ÿê ó êóëüòóðàõ, ùî ï³äëÿãàëè
òðàíñôåêö³¿ ³íòåðôåðóþ÷èõ ÐÍÊ (6,55 % ±
0,55  %;  Ð>0,05) ,  ò àê  ³  â  êîíòðîëüíèõ
êóëüòóðàõ (6,44 % ± 0,6 %). Òîáòî ê³ëüê³ñòü
àïîïòîòè÷íèõ êë³òèí ñóòòºâî íå çì³íþ-
âàëàñÿ ïðè ³íòåðôåðåíö³¿ UBB.

Ê³ëüê³ñòü êë³òèí ç îçíàêàìè àóòîôàã³¿

Ðèñ. 4. Çì³íè ê³ëüêîñò³ æèâèõ (à), íåêðîòè÷íèõ (á) òà
àïîïòîòè÷íèõ (â) êë³òèí ó ïåðâèíí³é êóëüòóð³ ³çî-
ëüîâàíèõ êàðä³îì³îöèò³â íåîíàòàëüíèõ ùóð³â ïðè
â³äòâîðåíí³ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ íà òë³ ïðèãí³÷åííÿ
åêñïðåñ³¿ ãåíà óá³êâ³òèíó. 1 � êîíòðîëüí³ êóëüòóðè, ó
ÿê³ áóëî ââåäåíî ³íäèôåðåíòí³ ÐÍÊ; 2 � êóëüòóðè, ó
ÿê³ áóëî ââåäåíî ñïåöèô³÷í³ äî ìÐÍÊ óá³êâ³òèíó
³íòåðôåðóþ÷³ ÐÍÊ; 3 � àíîêñ³ÿ�ðåîêñèãåíàö³ÿ íà òë³
ââåäåííÿ ³íäèôåðåíòíèõ ÐÍÊ; 4 � àíîêñ³ÿ�ðåîêñè-
ãåíàö³ÿ íà òë³ ââåäåííÿ ³íòåðôåðóþ÷èõ ÐÍÊ (n=15).
*P<0,05 ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëüíèìè êóëüòóðàìè, ó ÿê³
áóëî ââåäåíî ³íäèôåðåíòí³ ÐÍÊ
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Åôåêòè çàãëóøåííÿ ãåíà óá³êâ³òèíó  ïðè àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ â êóëüòóð³ êàðä³îì³îöèò³â
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ï³ñëÿ ââåäåííÿ ³íòåðôåðóþ÷èõ ÐÍÊ äî UBB
çá³ëüøóâàëàñÿ äî 38,2 % ± 3,81 % (Ð<0,05)
ó ïîð³âíÿíí³ ç³ ââåäåííÿì ³íäèôåðåíòíèõ
ÐÍÊ (23,55 % ± 1,33 %; ðèñ. 5). Îäíàê ìî-
äåëþâàííÿ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ â òàêèõ
êóëüòóðàõ íå âèêëèêàëî çíà÷íîãî çá³ëüøåí-
íÿ êë³òèí ç îçíàêàìè àóòîôàã³¿, ê³ëüê³ñòü
ÿêèõ ñòàíîâèëà 34,08 % ± 4,61 % (Ð>0,05)
ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëüíèìè êóëüòóðàìè ïðè
ìîäåëþâàíí³ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ (29,44 %
± 3,02 %).

Îòæå, çàãëóøåííÿ UBB ïîðóøóâàëî
æèòòºçäàòí³ñòü êàðä³îì³îöèò³â ó êóëüòóð³,
ùî íå äèâíî ç îãëÿäó íà âåëè÷åçíå çíà÷åííÿ
ïðîöåñ³â óá³êâ³òèí³çàö³¿ â êë³òèíàõ. Íà íàøó
äóìêó, ìîæëèâ³ñòü ¿õ ³ñíóâàííÿ ìîæíà
ïîÿñíèòè ëèøå êîìïåíñàòîðíèì çá³ëü-
øåííÿì åêñïðåñ³¿ ³íøèõ óá³êâ³òèíîïîä³áíèõ
ïðîòå¿í³â (ìàëèé óá³êâ³òèíîïîä³áíèé ìîäè-
ô³êàòîð (â³ä àíãë. small ubiquitin-like modi-
fier) � SUMO òà á³ëîê, åêñïðåñ³ÿ ÿêîãî
çíèæóºòüñÿ â ïðîöåñ³ ðîçâèòêó â ïîïåðåä-
íèêàõ íåðâîâèõ êë³òèí � Nedd8), ùî òàêîæ
ñëóãóþòü ì³òêîþ äëÿ ðîçï³çíàâàííÿ á³ëêî-
âèõ ìîëåêóë ïðîòåàñîìîþ [10, 14, 22].

Ïðîòå î÷åâèäíî, ùî âêàçàí³ ïðîòå¿íè íå
ìîæóòü ïîâí³ñòþ âçÿòè íà ñåáå ôóíêö³¿
óá³êâ³òèíó.

Äîñèòü íåñïîä³âàíèì äëÿ íàñ âèÿâèâñÿ
òîé ôàêò, ùî ³íòåðôåðåíö³ÿ UBB ñòèìó-
ëþâàëà á³ëüøîþ ì³ðîþ íåçàïðîãðàìîâàíèé
âèä êë³òèííî¿ ñìåðò³ � òîáòî íåêðîç, ïðè
òîìó, ùî íèí³ íåìàº ë³òåðàòóðíèõ äàíèõ
ñòîñîâíî ðîë³ óá³êâ³òèíó â ³íäóêö³¿ íåêðîçó.
Îäíàê óøêîäæåí³ òàêèì ÷èíîì êàðä³î-
ì³îöèòè ïðîÿâëÿëè çíà÷íî á³ëüøó ñò³éê³ñòü
äî àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿, ùî â³äîáðàæàëàñÿ
ó çá³ëüøåíí³ ê³ëüêîñò³ æèâèõ êë³òèí ³
çìåíøåíí³ íåêðîòè÷íèõ. Âî÷åâèäü, çàãëó-
øåííÿ UBB ìîæå ðîçãëÿäàòèñÿ ÿê îñîáëè-
âèé âàð³àíò ïðåêîíäèö³þâàííÿ.

Â³äîìî,  ùî ïðàêòè÷íî âñ³  ôàêòîðè
ïðåêîíäèö³þâàííÿ ñïðàâëÿþòü óøêîäæó-
âàëüíèé åôåêò íà êë³òèíè ÷è ö³ëèé îðãàí,
ïðîòå çàáåçïå÷óþòü ñò³éê³ñòü äî ³øåì³÷íî�
ðåïåðôóç³éíîãî óðàæåííÿ. Â íàøèõ ïîïå-
ðåäí³õ ðîáîòàõ áóëî ïîêàçàíî, ùî ³íã³á³òîðè
ïðîòåàñîìè ³íäóêóþòü àïîïòîòè÷íó òà
àóòîôàã³÷íó êë³òèííó ñìåðòü ó êóëüòóð³
êàðä³îì³îöèò³â, àëå âèçíà÷àþòü ï³äâèùåíó
ðåçèñòåíòí³ñòü êë³òèí äî àíîêñ³¿-ðåîêñè-
ãåíàö³ ¿  â  ðàç³  ïðèãí³÷åííÿ àêòèâíîñò³
ïðîòåàñîìè áåçïîñåðåäíüî ïåðåä ïðèïè-
íåííÿì îêñèãåíàö³¿ (ðàííº ïðåêîíäèö³þ-
âàííÿ) òà ó â³ääàëåíîìó ïåð³îä³ (ï³çíº
ïðåêîíäèö³þâàííÿ), êîëè òåðì³í ì³æ àïë³-
êàö³ºþ ³íã³á³òîðà ïðîòåàñîìè ñòàíîâèâ 24
ãîä [6, 21]. Ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî ïðîòåêòèâ-
íèé åôåêò ÿê ³íòåðôåðåíö³¿ UBB, òàê ³
³íã³á³òîð³â ïðîòåàñîìè äîñÿãàâñÿ âíàñë³äîê
çìåíøåííÿ ê³ëüêîñò³ ñàìå íåêðîòè÷íèõ
êë³òèí. Ïîÿñíåííÿì öüîãî ôåíîìåíà, íà
íàøó äóìêó, ìîæå áóòè òå, ùî ñóáñòðàòàìè
ïðîòåàñîìíîãî ïðîòåîë³çó º ,  çîêðåìà,
îñíîâí³ àíòèîêñèäàíòí³ ôåðìåíòè: ñóïåð-
îêñèäàí³îíäèñìóòàçà òà êàòàëàçà [3, 7, 8],
à, îòæå, ïîðóøåííÿ ¿õ óá³êâ³òèí³çàö³¿ àáî
çìåíøåííÿ äåãðàäàö³¿ ïðîòåàñîìîþ áóäå
ñïðèÿòè ñòàá³ë³çàö³¿ âì³ñòó âêàçàíèõ á³ëê³â
ó êë³òèí³. Öå âíàñë³äîê çìåíøåííÿ îêñè-
äàòèâíîãî óøêîäæåííÿ òà çàïîá³ãàº ðóé-
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Ðèñ. 5. Çì³íè ê³ëüêîñò³ êë³òèí ç îçíàêàìè àóòîôàã³¿ ó
ïåðâèíí³é êóëüòóð³ ³çîëüîâàíèõ êàðä³îì³îöèò³â
íåîíàòàëüíèõ ùóð³â ïðè â³äòâîðåíí³ àíîêñ³¿�ðåîêñè-
ãåíàö³¿. 1 � êîíòðîëüí³ êóëüòóðè, ó ÿê³ áóëî ââåäåíî
³íäèôåðåíòí³ ÐÍÊ; 2 � êóëüòóðè, ó ÿê³ áóëî ââåäåíî
ñïåöèô³÷í³ äî ìÐÍÊ óá³êâ³òèíó ³íòåðôåðóþ÷³ ÐÍÊ; 3
� àíîêñ³ÿ�ðåîêñèãåíàö³ÿ íà òë³ ââåäåííÿ ³íäèôåðåíòíèõ
ÐÍÊ; 4 � àíîêñ³ÿ-ðåîêñèãåíàö³ÿ íà òë³ ââåäåííÿ
³íòåðôåðóþ÷èõ ÐÍÊ (n=15). *P<0,05 ïîð³âíÿíî ç
êîíòðîëüíèìè êóëüòóðàìè, ó ÿê³  áóëî ââåäåíî
³íäèôåðåíòí³ ÐÍÊ

Â.Î. Êèðè÷åíêî, Â.Ñ. Íàã³á³í, Ë.Â. Òóìàíîâñüêà,  Â.ª. Äîñåíêî, Â.Ê. Ðèáàëü÷åíêî, Î.Î.Ìîéáåíêî
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íóâàííþ ìåìáðàí êë³òèí â³ëüíèìè ðàäè-
êàëàìè ³, ÿê íàñë³äîê, � íåêðîçó.

Äîáðå â³äîìî, ùî ³øåì³÷íå óøêîäæåííÿ
êë³òèí ïðèçâîäèòü äî íàêîïè÷åííÿ âåëèêî¿
ê³ëüêîñò³ ïîøêîäæåíèõ, îêèñíåíèõ á³ëê³â,
ùî ïîðÿä ç íåñòà÷åþ â³ëüíèõ àì³íîêèñëîò
ó êë³òèí³ º ñèãíàëîì äî àêòèâàö³¿ ë³çî-
ñîìíîãî ïðîòåîë³çó, ÿêèé º ê³íöåâèì åëå-
ìåíòîì àóòîôàã³¿.  Ïîêàçàíî, ùî áëîêó-
âàííÿ ÓÏÏ íà ð³çíèõ ð³âíÿõ ïðèçâîäèòü äî
çíà÷íî¿ àêòèâàö³¿ àóòîôàã³÷íèõ ïðîöåñ³â [5,
23] .  Ó  íàøèõ äîñë ³äàõ  ïîêàçàíî ,  ùî
çàãëóøåííÿ ìÐÍÊ óá³êâ³òèíó ñïðè÷èíþº
çíà÷íå ï³äâèùåííÿ âì³ñòó êë³òèí ç îçíàêàìè
àóòîôàã³¿, ïðîòå ê³ëüê³ñòü àóòîôàã³÷íèõ
êë³òèí íå â³äð³çíÿºòüñÿ â êîíòðîëüí³é ³
äîñë³äí³é ãðóïàõ (ââåäåííÿ ³íäèôåðåíòíèõ
àáî ñïåöèô³÷íèõ siRNA). Òàêèé åôåêò, íà
íàøó äóìêó, ìîæå áóòè çóìîâëåíèé òèì, ùî
óá³êâ³òèí º ñåëåêòèâíèì ñèãíàëîì äëÿ
àóòîôàã³÷íî¿ äåãðàäàö³¿ ð³çíèõ òèï³â ñóá-
ñòðàò³â � â³ä á³ëêîâèõ àãðåãàò³â äî ìåì-
áðàííèõ îðãàíåë [12]. Á³ëüøå òîãî, ³äåíòè-
ô³êîâàíî á³ëêè p62 òà NBR1 (â³ä àíãë. neigh-
bor of BRCA1 gene 1), ùî â³ä³ãðàþòü ðîëü
ðåöåïòîð³â äëÿ ïîë³óá³êâ³òèí³çîâàíèõ ïðî-
òå¿í³â ³ ¿õ ñêóï÷åíü òà çäàòí³ çä³éñíþâàòè
àóòîôàã³÷íó äåãðàäàö³þ îñòàíí³õ [11, 15].
Òîìó çíèæåííÿ âì³ñòó óá³êâ³òèíó â êë³òèí³
òà ì³÷åíèõ íèì á³ëê³â ìîæå ïðèçâîäèòè äî
îáìåæåííÿ àóòîôàã³÷íî¿ äåãåíåðàö³¿.

ÂÈÑÍÎÂÊÈ

1. Çàãëóøåííÿ åêñïðåñ³¿  UBB ³ç çàñòî-
ñó âàííÿì ìà ëèõ  ³íòåðôåðó þ÷èõ  ÐÍÊ
âèêëèêàº çìåíøåííÿ æèòòºçäàòíîñò³ êàðä³î-
ì³îöèò³â ³ çá³ëüøóº ïîïóëÿö³þ íåêðîòè÷íèõ
êë³òèí.

2. Ïðè àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ çíèæåííÿ
âì³ñòó ìÐÍÊ óá³êâ³òèíó çìåíøóº íåêðî-
òè÷íó çàãèáåëü êàðä³îì³îöèò³â ³ çá³ëüøóº
ê³ëüê³ñòü æèâèõ êàðä³îì³îöèò³â.

3. Çàãëóøåííÿ åêñïðåñ³¿ UBB ñïðè÷èíþº
çíèæåííÿ åêñïðåñ³ ¿  ìÐÍÊ ñóáîäèíèöü
ïðîòåàñîìè β5 òà β9, ùî ðîáèòü äîäàòêîâèé
âíåñîê  äî  ïîðóøåííÿ  ïðîòåàñîìíîãî

ïðîòåîë³çó â êóëüòèâîâàíèõ êàðä³îì³îöèòàõ.
4. Óñòàíîâëåíèé ïàðàäîêñàëüíèé åôåêò

(³íäóêö³ÿ íåêðîòè÷íî¿ òà àóòîôàã³÷íî¿
êë³òèííî¿ ñìåðò³ ³íòàêòíèõ êàðä³îì³îöèò³â ³
çá³ëüøåííÿ ¿õ âèòðèâàëîñò³ ïðè àíîêñ³¿�
ðåîêñèãåíàö³¿) ³íòåðôåðåíö³¿ UBB ìîæå
áóòè â³äíåñåíèé äî êîíöåïö³¿  ïðåêîí-
äèö³þâàííÿ ÿê ï³äâèùåíî¿ ñò³éêîñò³ óøêîä-
æåíèõ êë³òèí, çîêðåìà êàðä³îì³îöèò³â ïðè
ïàòîëîã³¿ ñåðöÿ.
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ÝÔÔÅÊÒÛ ÇÀÃËÓØÅÍÈß ÃÅÍÀ ÓÁÈÊÂÈ-
ÒÈÍÀ ÏÐÈ ÀÍÎÊÑÈÈ-ÐÅÎÊÑÈÃÅÍÀÖÈÈ Â
ÊÓËÜÒÓÐÅ ÊÀÐÄÈÎÌÈÎÖÈÒÎÂ

Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå âàæíåéøóþ ðîëü óáèêâèòèí-
çàâèñèìîãî ïðîòåàñîìíîãî ïðîòåîëèçà â îáìåíå ôóíêöèî-
íàëüíûõ áåëêîâ êàðäèîìèîöèòîâ (àêòèíà, ìèîçèíà, èîííûõ
êàíàëîâ è äð.), ïðåäñòàâëÿåòñÿ èíòåðåñíûì èññëåäîâàíèå
ìåõàíèçìîâ êëåòî÷íîé ñìåðòè ïðè ñïåöèôè÷åñêîì
çàãëóøåíèè ãåíà óáèêâèòèíà (UBB) ñ ïîìîùüþ ÐÍÊ-
èíòåðôåðåíöèè è ìîäåëèðîâàíèè àíîêñèè�ðåîêñèãåíàöèè.
Èíòåðôåðèðóþùèå ÐÍÊ ââîäèëè ñ ïîìîùüþ åëåêòðî-
ïîðàöèè â èçîëèðîâàííûå íåîíàòàëüíûå êàðäèîìèîöèòû,
ïîñëå ÷åãî ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà êëåòîê ïîäâåðãàëàñü
äåéñòâèþ àíîêñèè (30 ìèí) ñ ïîñëåäóþùåé ðåîêñèãåíàöèåé
(1 èëè 24 ÷). Ïðîöåíò æèâûõ, íåêðîòè÷åñêèõ, àïîïòî-
òè÷åñêèõ è àóòîôàãè÷åñêèõ êàðäèîìèîöèòîâ îïðåäåëÿëè ñ
ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè. Êîëè÷åñòâåííàÿ
îöåíêà ýêñïðåññèè ãåíîâ UBB è ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîìû
β5 (PSMB5) è β9 (PSMB9) ïðîâîäèëàñü ñ ïîìîùüþ
ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè â ðåàëüíîì âðåìåíè.
Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ìîäåëèðîâàíèè àíîêñèè�ðåîêñèãåíàöèè
â ðåæèìå 30 ìèí � 24 ÷ ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ óáèêâèòèíà
óâåëè÷èâàëàñü â 2,1 ðàçà (Ð<0,05). Ïðè ââåäåíèè â
êóëüòóðó ìàëûõ èíòåðôåðèðóþùèõ ÐÍÊ ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ
äàííîãî áåëêà óìåíüøàëàñü â 2,4 ðàçà (Ð<0,05), ïðè ýòîì
ñíèæàëàñü ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîìû β5 è
β9 â 1,3 (Ð>0,05) è 1,6 (Ð<0,05) ðàçà ñîîòâåòñòâåííî ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (ââåäåíèå èíäèôåðåíòíûõ
äâóõöåïî÷å÷íûõ ÐÍÊ). Ïðè ýòîì óìåíüøàëîñü êîëè÷åñòâî
æèâûõ êëåòîê â êóëüòóðå (70,26 % ± 1,54 %, Ð<0,05),
óâåëè÷èâàëîñü êîëè÷åñòâî íåêðîòè÷åñêèõ (25,92 % ± 1,52 %,
Ð>0,05), àïîïòîòè÷åñêèõ (4,32 % ± 0,53 %, Ð>0,05) è êëåòîê
ñ ïðèçíàêàìè àóòîôàãèè (38,2 % ± 3,81 %, Ð<0,05). Ïðè
ýòîì çàãëóøåíèå ãåíà óáèêâèòèíà ïðè àíîêñèè�ðåîêñè-
ãåíàöèè (30 ìèí � 1 ÷) óâåëè÷èâàëî êîëè÷åñòâî æèâûõ
êëåòîê íà 3,7 % è óìåíüøàëî êîëè÷åñòâî íåêðîòè÷åñêèõ
êàðäèîìèîöèòîâ íà 4,7 % è íå âëèÿëî íà ïîïóëÿöèþ
àïîïòîòè÷åñêèõ è àóòîôàãè÷åñêèõ êëåòîê. Ïîëó÷åííûå
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äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî çàãëóøåíèå ãåíà UBB,
ýêñïðåññèÿ êîòîðîãî óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè àíîêñèè�
ðåîêñèãåíàöèè, èíäóöèðóåò íåêðîòè÷åñêóþ è àóòî-
ôàãè÷åñêóþ ãèáåëü èíòàêòíûõ êóëüòèâèðóåìûõ êàðäèî-
ìèîöèòîâ, îäíàêî â íåêîòîðîé ñòåïåíè óâåëè÷èâàåò
ðåçèñòåíòíîñòü ýòèõ êëåòîê ê àíîêñèè�ðåîêñèãåíàöèè.
Êëþ÷åâûå ñëîâà: óáèêâèòèí, ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèÿ,
êàðäèîìèîöèòè.

V.O. Kyrychenko, V.S. Nagibin,
L.V. Tumanovska, V.E. Dosenko,
V.K. Rybalchenko, O.O. Moibenko

EFFECTS OF UBIQUITIN GENE SILENCING
IN ANOXIA-REXYGENATION OF NEONATAL
CARDIOMYOCYTES

Ubiquitin-dependent proteasomal proteolysis is crucial in the
turnover of cardiomyocytes functional proteins (actin, myosin,
ion channels at al), therefore, investigation of cell death after
ubiquitin (UBB) gene silencing using RNA interference and
anoxia-reoxygenation (AR) modeling appears to be attractive.
Cardiomyocytes were transfected by siRNA to ubiquitin gene
using electroporation procedure, and then primary culture was
treated by 30 min of anoxia and 60 min of reoxygenation. The
number of living, necrotic and apoptotic cardiomyocytes was
determined by fluorescence microscopy. The level of UBB
and proteasome subunits β5 (PSMB5) and β9 (PSMB9)
mRNA expression was estimated by real-time PCR. It was
shown that UBB mRNA expression was increased by 2.1
times after AR modelling (P<0.05). Small interference RNA
injection in cell culture decreased ubiquitin, PSMB5 and
PSMB9 expression by 2.4 (P<0.05), 1.3  (P>0.05) and 1.6
(P<0.05) times, respectively, compared with control
(scrambled siRNA introduction). At the same time, the number
of living cardiomyocytes decreased to 70.26 ± 1.54%, Ð<0.05,
and the level of necrotic cells, apoptotic cells  and cells with
signs of autophagy augmented by 25.92 ± 1.52%, (Ð=0.38),
4.32 ± 0.53% (Ð=0,15)  and 38.2 ± 3.81% (Ð=0,001),
respectively. Ubiquitin silencing after AR (30 min/1 h) in-
creased the number of living cells by 3.7% and decreased the
number of necrotic cells by 4.7% and did not alter the apoptotic
and autophagic cells populations. The data obtained indicate
that ubiquitin gene silencing, mRNA expression of which aug-
mented during AR, induces necrotic and autophagic death of
intact neonatal cardiomyocytes in culture, but enhances the
AR resistance of these cells to some extent.
Key words: ubiquitin, RNA-interference, cardiomyocytes.
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