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Çàãëóøåííÿ åêñïðåñ³¿ ãåíà ALOX5 ³ç çàñòîñóâàííÿì ìàëèõ
³íòåðôåðóþ÷èõ ÐÍÊ çàïîá³ãàº íåêðîòè÷í³é çàãèáåë³
íåîíàòàëüíèõ êàðä³îì³îöèò³â ïðè àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿

Â åêñïåðèìåíòàõ íà ïåðâèíí³é êóëüòóð³ ³çîëüîâàíèõ íåîíàòàëüíèõ êàðä³îì³îöèò³â ùóðà
âñòàíîâëåíî, ùî ó íèõ åêñïðåñóºòüñÿ ãåí ALOX5, ÿêèé êîäóº ôåðìåíò 5-ë³ïîêñèãåíàçó.
Ìîäåëþâàííÿ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ íå âïëèâàëî ñóòòºâî íà åêñïðåñ³þ ìÐÍÊ 5-ë³ïîêñèãåíàçè.
Ââåäåííÿ ó êàðä³îì³îöèòè ñïåöèô³÷íèõ äî ìÐÍÊ 5-ë³ïîêñèãåíàçè ³íòåðôåðóþ÷èõ ÐÍÊ (siRNA)
ïðèãí³÷óâàëî åêñïðåñ³þ ãåíà ALOX5 ÷åðåç 24 ãîä êóëüòèâóâàííÿ ó 4,7 ðàçà (Ð<0,05 ïîð³âíÿíî ç
ââåäåííÿì ³íäèôåðåíòíèõ ÐÍÊ). Ïðè ìîäåëþâàíí³ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ çíèæåííÿ ð³âíÿ ìÐÍÊ
5-ë³ïîêñèãåíàçè ñóïðîâîäæóâàëîñÿ çá³ëüøåííÿì ê³ëüêîñò³ æèâèõ êë³òèí (íà 13,3 %, Ð<0,001)
âíàñë³äîê çìåíøåííÿ ê³ëüêîñò³ êë³òèí, ùî çàãèíóëè øëÿõîì íåêðîçó (íà 14,6 %, Ð<0,001). ×èñëî
àïîïòîòè÷íèõ êë³òèí ïðè öüîìó íå çì³íþâàëîñÿ. Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè äàþòü çìîãó
ñòâåðäæóâàòè, ùî ñïåöèô³÷íå ïðèãí³÷åííÿ åêñïðåñ³¿ ãåíà, ùî êîäóº ôåðìåíò 5-ë³ïîêñèãåíàçó,
çà äîïîìîãîþ ³íòåðôåðóþ÷èõ ÐÍÊ çä³éñíþº öèòîïðîòåêòèâíèé åôåêò ïðè àíîêñ³¿�
ðåîêñèãåíàö³¿ êàðä³îì³îöèò³â.
Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ALOX5; ÐÍÊ ³íòåðôåðåíö³ÿ; êàðä³îì³îöèòè; àíîêñ³ÿ�ðåîêñèãåíàö³ÿ.
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ÂÑÒÓÏ

Ë³ïîêñèãåíàçè íàëåæàòü äî ðîäèíè ìîíî-
ìåðíèõ íåãåìîâèõ, íå ñ³ðêî-, à çàë³çîâì³ñ-
íèõ ä³îêñèãåíàç, ùî êàòàë³çóþòü ïåðåòâî-
ðåííÿ ïîë³íåíàñè÷åíèõ æèðíèõ êèñëîò ó
êîí�þãîâàí³ ã³äðîïåðîêñèäè [5]. Ãåí ALOX5
êîäóº ôåðìåíò 5-ë³ïîêñèãåíàçó, ÿêà êàòàë³-
çóº ïåðåòâîðåííÿ àðàõ³äîíîâî¿ êèñëîòè ó
ëåéêîòðèºí À4 � ïîïåðåäíèê íèçêè á³îëî-
ã³÷íî àêòèâíèõ åéêîçàíî¿ä³â [21]. Óòâîðåííÿ
ëåéêîòðèºí³â ñóïðîâîäæóºòüñÿ ãåíåðàö³ºþ
íèçêè ñïîëóê ç ïðîîêñèäàíòíèìè âëàñòè-
âîñòÿìè, òàêèõ, ÿê ã³äðîïåðåêèñè ë³ï³ä³â [5,
21]. Êîìá³íîâàíà ä³ÿ åéêîçàíî¿ä³â ³ ïðîîêñè-
äàíò³â çóìîâëþº íåãàòèâíèé âïëèâ 5-ë³ïîê-
ñèãåíàçè íà êë³òèíè ñåðöÿ ïðè ³øåì³¿�ðå-
ïåðôóç³¿, à õ³ì³÷í³ ³íã³á³òîðè öüîãî ôåðìåíòó
ïðîÿâëÿþòü âèðàæåí³ êàðä³îïðîòåêòîðí³
âëàñòèâîñò³ [2, 3, 11]. Ïàòîëîã³÷íå çíà÷åííÿ
àêòèâàö³¿ 5-ë³ïîêñèãåíàçè ïðè ³øåì³¿ ñåðöÿ

äîáðå âèâ÷åíî íà ð³âí³ ö³ë³ñíîãî îðãàí³çìó
àáî îðãàíà [2, 3, 11], îäíàê ïðàêòè÷íî íåìàº
äàíèõ ùîäî âèçíà÷åííÿ ðîë³ öüîãî ôåðìåí-
òó â êóëüòóð³ ³çîëüîâàíèõ êàðä³îì³îöèò³â ïðè
â³äòâîðåíí³ ³øåì³÷íî�ðåïåðôóç³éíîãî óø-
êîäæåííÿ, ÿêå çà òàêèõ óìîâ ïðîÿâëÿºòüñÿ
çàãèáåëëþ êë³òèí íåêðîòè÷íèì, àïîïòîòè÷-
íèì òà àóòîôàã³÷íèì øëÿõîì [4]. Á³ëüøå
òîãî, ñàì ôàêò åêñïðåñ³¿ ãåíà ALOX5 ó
êàðä³îì³îöèòàõ äîíèí³ íå áóëî âñòàíîâëåíî.
Íàâåäåí³ äàí³ áåçóìîâíî º ï³äñòàâîþ äëÿ
ðîçðîáêè íîâèõ ìåòîä³â âïëèâó íà àêòèâ-
í³ñòü âêàçàíîãî ôåðìåíòó àáî åêñïðåñ³þ
ãåíà ALOX5. Äëÿ öüîãî, íàïðèêëàä, ìîæå
áóòè âèêîðèñòàíà òåõíîëîã³ÿ ÐÍÊ-³íòåð-
ôåðåíö³¿ � îäèí ç íàéñó÷àñí³øèõ âèñîêîñïå-
öèô³÷íèõ ìåòîä³â ö³ëüîâî¿ ãåíîòåðàï³¿, ÿêèé
âæå äîñèòü øèðîêî âèêîðèñòîâóþòü äîñë³ä-
íèêè ð³çíèõ ãàëóçåé á³îëîã³¿ òà ìåäèöèíè [6,
10, 13, 19, 20]. Äâîëàíöþãîâ³ ÐÍÊ ïðè
ïîòðàïëÿíí³ â êë³òèíó àêòèâóþòü íèçêó
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ìîëåêóëÿðíèõ ñèñòåì (Dicer, RISC òîùî),
ùî çàáåçïå÷óþòü ñåëåêòèâíó äåãðàäàö³þ
ìÐÍÊ ïåâíîãî ãåíà [6]. Ó çâ�ÿçêó ç öèì,
ìåòîþ íàøî¿ ðîáîòè áóëî äîñë³äèòè, ÿê
âïëèíå ñïåöèô³÷íå çàãëóøåííÿ ãåíà ALOX5
çà äîïîìîãîþ ³íòåðôåðó þ÷èõ ÐÍÊ íà
ðåçèñòåíòí³ñòü êàðä³îì³îöèò³â äî àíîêñ³¿�
ðåîêñèãåíàö³¿.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Îòðèìàííÿ êóëüòóðè ³çîëüîâàíèõ íåîíà-
òàëüíèõ êàðä³îì³îöèò³â òà ìîäåëþâàííÿ
àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ ïðîâîäèëè çà îïèñà-
íîþ [7] ìåòîäèêîþ.

ÐÍÊ-³íòåðôåðåíö³ÿ in vitro. ÐÍÊ äëÿ
ñïåöèô³÷íîãî çàãëóøåííÿ ãåíà ALOX5, à
òàêîæ ³íäèôåðåíòí³ ÐÍÊ, ùî íå âïëèâàþòü
íà åêñïðåñ³þ æîäíîãî ãåíà, áóëè ñèíòåçî-
âàí³ íà çàìîâëåííÿ ô³ðìîþ �Metabion�
(Í³ìå÷÷èíà) ³ ìàëè íàñòóïíó ïîñë³äîâí³ñòü
íóêëåîòèä³â: ALOX5-Sense-5`-GUACAGGA
AGGGAACAUUUUU-3`, ALOX5-Antisen-
se-5`-AAAUGUUCCCUUCCUGUACUU-
3`, Scrambled-Sense-5`-UGUUCAGCGAA-
AUAUAACCUU-3`, Scrambled-Antisense-
5`- GGUUAUAUUUCGCUGAACAUU-3`.
Äâîëàíöþãîâ³  ÐÍÊ îòðèìóâàëè ïåðåä
äîñë³äàìè òàêèì ÷èíîì: ðîç÷èíè â³äïîâ³ä-
íèõ ñåíñîâèõ ³ àíòèñåíñîâèõ îë³ãîíóêëåî-
òèä³â ðîçâîäèëè çà äîïîìîãîþ áóôåðà äëÿ
àíåë³íãà, ÿêèé âêëþ÷àâ ó ñåáå (ììîëü/ë):
HEPES-ÊÎÍ � 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 âäâ³÷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 5-ë³ïîêñèãåíàçè ÷è
³íäèôåðåíòíèõ äâîëàíöþãîâèõ ÐÍÊ çä³éñ-
íþâàëè åëåêòðîïîðàö³ºþ çà äîïîìîãîþ
íàáîðó äëÿ òðàíñôåêö³¿ êàðä³îì³îöèò³â
ùóðà òà ïðèëàäó Nucleofector (�Amaxa�,
ÑØA). Êàðä³îì³îöèòè ó æèâèëüíîìó ñåðå-

äîâèù³ ïåðåíîñèëè ó ïðîá³ðêè òà îñàäæó-
âàëè öåíòðèôóãóâàííÿì ïðîòÿãîì 60 ñ ïðè
2300 õâ-1. Äî êë³òèííîãî îñàäó äîäàâàëè 104
ìêë áóôåðà, ùî ì³ñòèâ 85 ìêë ðîç÷èíó äëÿ
òðàíñôåêö³¿ êàðä³îì³îöèò³â ùóðà òà 19
ìêìîëü/ë äîäàòêîâîãî ðîç÷èíó (çà ðåêîìåí-
äàö³ÿìè âèðîáíèêà) à òàêîæ 7,5 ìêë ðîç-
÷èíó êîíòðîëüíèõ (³íäèôåðåíòíèõ) ÷è 5-LO-
ñïåöèô³÷íèõ äâîëàíöþãîâèõ ÐÍÊ (20 ììîëü/ë).
Âì³ñò ïðîá³ðîê îáåðåæíî ïåðåì³øóâàëè ³ ïå-
ðåíîñèëè â êþâåòè äëÿ òðàíñôåêö³¿. Êþâåòè
ïîì³ùàëè ó íóêëåîôåêòîð ³ çàïóñêàëè ïðîã-
ðàìó, ðîçðîáëåíó ñïåö³àëüíî äëÿ ââåäåííÿ
ãåíåòè÷íèõ êîíñòðóêö³é ó êàðä³îì³îöèòè.
Âì³ñò êþâåò ïåðåíîñèëè ó �ñâ³æå� ñåðåäî-
âèùå ³ êóëüòèâóâàëè çà íàâåäåíîþ âèùå
ñõåìîþ ïðîòÿãîì äîáè. Âñ³ îïåðàö³¿ ïðî-
âîäèëèñÿ 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 çàçíàëè ä³¿
àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿, êîíòðîëüíèõ êóëüòóð,
à òàêîæ ç êàðä³îì³îöèò³â, ùî çàçíàâàëè
àíîêñ³ ¿�ðåîêñèãåíàö³¿  íà òë³  ââåäåííÿ
ñïåöèô³÷íèõ äî ìÐÍÊ 5-ë³ïîêñèãåíàçè ÷è
³íäèôåðåíòíèõ äâîëàíöþãîâèõ ÐÍÊ çà
äîïîìîãîþ åëåêòðîïîðàö³¿. Êîíöåíòðàö³þ
âèä³ëåíî¿ ÐÍÊ âèçíà÷àëè çà äîïîìîãîþ
ñïåêòðîôîòîìåòðà NanoDrop 1000 (�Ther-
mo Scientific�, ÑØA). Çâîðîòíó òðàíñêðèï-
ö³þ ïðîâîäèëè ³ç âèêîðèñòàííÿì íàáîðó äëÿ
ñèíòåçó ñòàíäàðòíèõ êîìïëåìåíòàðíèõ
êÄÍÊ (êÄÍÊ) ,  ( �Fermentas» ,  Ëèòâà) ,
çàñòîñîâóþ÷è 1,2�1,5 ìêã çàãàëüíî¿ ÐÍÊ ³
ãåêñàìåðíèé ïðàéìåð. Îòðèìàíà âíàñë³äîê
çâîðîòíî¿ òðàíñêðèïö³¿ êÄÍÊ çàçíàâàëà
ãåíñïåöèô³÷íî¿ àìïë³ô³êàö³¿ çà äîïîìîãîþ
ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ (ÏËÐ).

Äëÿ ê³ëüê³ñíî¿ îö³íêè åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ 5-
ë³ïîêñèãåíàçè ìè âèêîðèñòîâóâàëè ïðàéìå-
ðè òàêî¿ ïîñë³äîâíîñò³: ïðÿìèé ALOX5-F 5�-
ATG CGC TCG AGT CCT ACG CCT T-3�,
çâîðîòíèé ALOX5-R 5�-GCT GAT CTT GCC
CTT GAG ACC CTC-3�. Åêñïðåñ³ÿ ãåíà

Çàãëóøåííÿ åêñïðåñ³¿ ãåíà ALOX5
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ALOX áóëà ñòàíäàðòèçîâàíà â³äíîñíî åêñ-
ïðåñ³¿ ãåíà 18S ðèáîñîìàëüíî¿ ñóáîäèíèö³
ÿê åíäîãåííîãî êîíòðîëþ. Áóëè âèêîðèñòàí³
ïðàéìåðè òàêî¿ ïîñë³äîâíîñò³: ïðÿìèé 18S-F
5�-CTTAGAGGGACAAGTGGCG-3� òà çâî-
ðîòíèé 18S-R 5�-GGACATCTAAGGGCAT
CACA-3�. ÏËÐ-àìïë³ô³êàö³þ ãåíà ALOX5
ïðîâîäèëè ó 10 ìêë ñóì³ø³ äëÿ ÏËÐ, ùî
ì³ñòèëà 30 ïìîëü/ë êîæíîãî ïðàéìåðà.
Îá�ºì äîâîäèëè äî 20 ìêë äå³îí³çîâàíîþ
âîäîþ. Àìïë³ô³êàö³þ çä³éñíþâàëè çà äîïî-
ìîãîþ òåðìîöèêëåðà �7500 Fast Real-Time
PCR System�. Ïðîãðàìà àìïë³ô³êàö³¿ ïî-
÷èíàëàñÿ ³ç ïîïåðåäíüî¿ àêòèâàö³¿ AmpliTaq
Gold® ÄÍÊ-ïîë³ìåðàçè ïðîòÿãîì 10 õâ ïðè
95 °C òà ñêëàäàëàñÿ ç 50 öèêë³â: äåíàòóðà-
ö³ÿ � 95 °C, 15 ñ, ïðèºäíàííÿ ïðàéìåð³â òà
åëîíãàö³ÿ � 64 °C, 1 õâ. Äëÿ êîíòðîëþ ñïå-
öèô³÷íîñò³ ïðîâîäèëè ñòàä³þ äèñîö³àö³¿ �
ïîñë³äîâíå ï³äâèùåííÿ òåìïåðàòóðè â³ä 64
äî 99 °Ñ ³ç ðåºñòðàö³ºþ çíèæåííÿ ³íòåíñèâ-
íîñò³ ôëóîðåñöåíö³¿ êîìïëåêñ³â äâîëàí-
öþãîâèõ ÄÍÊ ç ôëóîðåñöåíòíèì áàðâíèêîì
SYBR Green. Äëÿ ïîáóäîâè ñòàíäàðòíî¿
êðèâî¿ âèêîðèñòîâóâàëè àìïë³ô³êîâàí³
ôðàãìåíòè ãåíà ALOX5, ÿê³ âèëó÷àëè ç àãà-
ðîçíîãî ãåëþ òà î÷èùóâàëè çà äîïîìîãîþ
íàáîðó äëÿ âèä³ëåííÿ ÄÍÊ (�Fermentas�,
Ëèòâà). Êîíöåíòðàö³þ ÄÍÊ âèçíà÷àëè ³ç
âèêîðèñòàííÿì ñïåêòðîôîòîìåòðà Nano-
Drop 1000 (�Thermo Scientific�, ÑØA) òà ïå-
ðåðàõîâóâàëè íà ê³ëüê³ñòü ìîëåêóë ó 1 ìêë.
Ï³ñëÿ öüîãî ãîòóâàëè ïîñë³äîâí³ ðîçâåäåííÿ
î÷èùåíî¿ ÄÍÊ ãåíà 5-ë³ïîêñèãåíàçè òà
çàñòî ñîâó âàëè  ¿õ  äëÿ  àìïë³ô³êàö³ ¿  çà
âèùåâêàçàíîþ ïðîãðàìîþ. Àíàë³ç îòðèìà-
íèõ ðåçóëüòàò³â ïðîâîäèëè çà äîïîìîãîþ
ïðîãðàìíîãî çàáåçïå÷åííÿ 7500 Fast Real-
time PCR.

Ê³ëüê³ñòü æèâèõ, íåêðîòè÷íèõ òà àïîï-
òîòè÷íèõ êë³òèí âèçíà÷àëè çà äîïîìîãîþ
ôàðáóâàííÿ êàðä³îì³îöèò³â á³ñ-áåíçèì³äîì
(Hoeñhst 33342) ³ éîäèäîì ïðîï³ä³óìó [1] ó
êîíöåíòðàö³¿ 8,75 ìêìîëü/ë òà îö³íþâàëè çà
äîïîìîãîþ ìåòîäó ôëóîðåñöåíòíî¿ ì³êðî-
ñêîï³¿ (Nikon Eclipse E200, ô³ëüòð D/PI

äîâæèíà õâèë³ çáóäæåííÿ 330�380 òà 510�
560 íì äëÿ Hoeñhst ³ éîäèäó ïðîï³ä³óìó
â³äïîâ³äíî).

Ñòàòèñòè÷íà îáðîáêà ðåçóëüòàò³â.
Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè îáðîáëÿëè ñòàòèñ-
òè÷íî ç âèêîðèñòàííÿì ïðîãðàìè Excel 2000
òà Îrigin 7.0. Â³ðîã³äí³ñòü â³äì³ííîñòåé
ñåðåäí³õ çíà÷åíü (Ð<0,05) âèçíà÷àëè çà
êðèòåð³ºì t Ñòüþäåíòà.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ¯Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Íàñàìïåðåä íàìè áóëî âèçíà÷åíî ð³âåíü
åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ 5-ë³ïîêñèãåíàçè ó êóëüòè-
âîâàíèõ êàðä³îì³îöèòàõ ùóðà, ÿêèé ñòàíî-
âèâ 7,5 . 10-5 óì. îä. ± 7,5 . 10-6 óì. îä. çà
íîðìàëüíèõ óìîâ òà ïðàêòè÷íî íå çì³íþ-
âàâñÿ ï³ñëÿ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ (ðèñ. 1,à).
Îòæå, êàðä³îì³îöèòè çäàòí³ åêñïðåñóâàòè
öåé ãåí, òà áóòè äæåðåëîì â³äïîâ³äíèõ
ïðîäóêò³â  ïåðåòâîðåííÿ àðàõ³äîíîâî¿
êèñëîòè çà äîïîìîãîþ 5-ë³ïîêñèãåíàçè.

Ââåäåííÿ â êóëüòóðó êàðä³îì³îöèò³â
ìàëèõ ³íòåðôåðóþ÷èõ ÐÍÊ, ñïåöèô³÷íèõ äî
ìÐÍÊ 5-ë³ïîêñèãåíàçè,  ïðèçâîäèëî äî
çìåíøåííÿ ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ âèùå-
çãàäàíîãî ãåíà â 4,7 ðàçà (Ð<0,05) ÷åðåç 24
ãîä ï³ñëÿ òðàíñôåêö³¿, ùî áóëî âèçíà÷åíî
íàìè çà äîïîìîãîþ ÏËÐ ó ðåàëüíîìó ÷àñ³
(ðèñ. 1,á).

Â³äòâîðåííÿ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ íà
êóëüòóðàõ êàðä³îì³îöèò³â âèÿâèëî ñóòòºâèé
âïëèâ çàãëóøåííÿ ãåíà ALOX5 íà ñï³ââ³ä-
íîøåííÿ æèâèõ, íåêðîòè÷íèõ òà àïîïòî-
òè÷íèõ êàðä³îì³îöèò³â (ðèñ. 2). ×åðåç äîáó
ï³ñëÿ ââåäåííÿ ó êàðä³îì³îöèòè äâîëàí-
öþãîâèõ ÐÍÊ, ùî íå âïëèâàþòü íà åêñïðå-
ñ³þ æîäíîãî ãåíà, ñï³ââ³äíîøåííÿ æèâèõ,
íåêðîòè÷íèõ òà  àïîïòîòè÷íèõ êë ³òèí
ñòàíîâèëî 83,34 ± 2,89, 11,2 ± 2,61 òà 5,5 % ±
1,55 % â³äïîâ³äíî. Ó êóëüòóðàõ, â ÿê³ ââî-
äèëèñÿ äâîëàíöþãîâ³ ÐÍÊ, ùî çàãëóøóâàëè
ãåí 5-ë³ïîêñèãåíàçè, öå ñï³ââ³äíîøåííÿ áóëî
76 ± 3,65,  15 ± 1,43 òà 8,9 %± 2,54 %
â³äïîâ³äíî. Ï³ñëÿ àíîêñ³¿ ïðîòÿãîì 30 õâ ç
íàñòóïíîþ ðåîêñèãåíàö³ºþ âïðîäîâæ 60 õâ

Î.Î. Ë³ñîâèé, Â.Ñ. Íàã³á³í, Î.Â. Ñóðîâà, Ë.Â. Òóìàíîâñüêà, Â.ª. Äîñåíêî, Î.Î. Ìîéáåíêî
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ê³ëüê³ñòü æèâèõ êë³òèí ó êîíòðîëüíèõ
êóëüòóðàõ çìåíøóâàëàñÿ äî 62,7 % ± 1,85 %
(P<0,001), íåêðîòè÷íèõ çá³ëüøèëîñÿ äî
29,5 % ± 2,61 % (P<0,001), à ê³ëüê³ñòü àïîï-
òîòè÷íèõ êë³òèí, â³ðîã³äíî íå çì³íþâàëàñÿ.
Ìîäåëþâàííÿ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ íà
êóëüòóðàõ ³ç çàãëóøåííÿì åêñïðåñ³¿ ãåíà 5-
ë³ïîêñèãåíàçè íå ïðèçâîäèëî äî â³ðîã³äíèõ
çì³í ê³ëüêîñò³  æèâèõ,  íåêðîòè÷íèõ òà
àïîïòîòè÷íèõ êë³òèí ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì
(Ð>0,05) .  Ïðè öüîìó ó  êóëüòóðàõ,  ùî
çàçíàâàëè àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ íà òë³
ââåäåííÿ ³íäèôåðåíòíèõ äâîëàíöþãîâèõ
ÐÍÊ, çá³ëüøóâàëàñÿ ê³ëüê³ñòü æèâèõ êë³òèí
äî 76 % ± 1,27 % (P<0,001), à íåêðîòè÷íèõ
çìåíøóâàëàñÿ äî 14,9 % ± 1,32 % (P<0,001).
Ê³ëüê³ñòü àïîïòîòè÷íèõ êë³òèí ïðè öüîìó
â³ðîã³äíî íå çì³íþâàëàñÿ (Ð>0,05).

Òàêèì ÷èíîì, îòðèìàí³ íàìè ðåçóëüòàòè
ñâ³ä÷àòü ïðî òå, ùî çàãëóøåííÿ ãåíà ALOX
äàº çìîãó çá³ëüøèòè ê³ëüê³ñòü æèâèõ êë³òèí
ï³ñëÿ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ çà ðàõóíîê
çìåíøåííÿ êë³òèí, ùî çàãèíóëè íåêðîòè÷-
íèì øëÿõîì. Çâàæàþ÷è íà òå, ùî çà êàòà-
ë³òè÷íî¿ ä³¿ 5-ë³ïîêñèãåíàçè óòâîðþþòüñÿ
ïðîîêñèäàíòí³ ðå÷îâèíè (ã³äðîïåðåêèñè
ë³ï³ä³â), çðîçóì³ëî, ùî çà ó÷àñò³ öüîãî
ôåðìåíòó â³äáóâàºòüñÿ ïîðóøåííÿ ö³ë³ñíîñ-
ò³ ïëàçìîëåìè òà ìåìáðàí îðãàíåë, ùî º
îñíîâíîþ ïðè÷èíîþ ðîçâèòêó íåêðîçó [8, 9,
15, 27]. À îòæå, çà óìîâ çìåíøåííÿ åêñïðå-
ñ³¿ ãåíà ALOX5 òà ìîæëèâîñò³ óòâîðåííÿ

éîãî á³ëêîâîãî ïðîäóêòó, éìîâ³ðí³ñòü ðîç-
âèòêó ïîä³é çà îïèñàíèì ñöåíàð³ºì çíè-
æóºòüñÿ. Äåÿê³ äàí³ ñâ³ä÷àòü ³ ïðî çàëó÷åí-
íÿ ë³ïîêñèãåíàç äî çàïóñêó àïîïòîòè÷íî¿
ïðîãðàìè, çîêðåìà ñïðè÷èíåíî¿ âïëèâîì
ôàêòîðà íåêðîçó ïóõëèí a [18, 27]. Ïðîòå
çà íàøèìè ðåçóëüòàòàìè, çàãëóøåííÿ ãåíà
ALOX5 íå çàïîá³ãàëî àïîïòîòè÷í³é çàãèáåë³
êàðä³îì³îöèò³â. Öå îïîñåðåäêîâàíî ñâ³ä÷èòü
ïðî òå, ùî çàïóñê àïîïòîçó êàðä³îì³îöèò³â
ïðè àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿  íå ïîòðåáóº
çàëó÷åííÿ ë³ïîêñèãåíàç ÷è ¿õ ïðîäóêò³â.
²íøèì ìåõàí³çìîì âïëèâó ë³ïîêñèãåíàç íà
ôóíêö³îíóâàííÿ êàðä³îì³îöèò³â òà ¿õ ðåçèñ-
òåíòí³ñòü äî ³øåì³¿ º àêòèâàö³ÿ ðåöåïòîð³â
ëåéêîòðèºí³â (CysLT1 òà CysLT2) [16].
Îñòàíí³ì ÷àñîì ³ç çàñòîñóâàííÿì ð³çíèõ
ìåòîä³â, âêëþ÷àþ÷è ã³áðèäèçàö³þ in situ,
Northern-blotting, òà ÏËÐ ó ðåàëüíîìó ÷àñ³,
áóëî ïîêàçàíî íàÿâí³ñòü òðàíñêðèïò³â
çãàäàíèõ ðåöåïòîð³â ó òêàíèíàõ ñåðöÿ [12,
14, 17, 23]. Òàêèì ÷èíîì, ëåéêîòðèºíè
ìîæóòü àóòîêðèííî âïëèâàòè íà êàðä³îì³î-
öèòè, âçàºìîä³þ÷è ³ç ñïåöèô³÷íèìè ðåöåï-
òîðàìè. Liu òà ñï³âàâò. [16] âñòàíîâèëè, ùî
ìîá³ë³çàö³ÿ êàëüö³þ, ³íäóêîâàíà âïëèâîì
àíã³îòåíçèíó ²² ó êàðä³îì³îöèòàõ, îïîñå-
ðåäêîâóºòüñÿ àêòèâàö³ºþ ðåöåïòîð³â ëåéêî-
òðèºí³â, à ³íã³á³òîð 5-ë³ïîêñèãåíàçè AA-861
³ ñåëåêòèâíèé àíòàãîí³ñò ðåöåïòîðà CysLT1
(MK-571) çàïîá³ãàëè çá³ëüøåííþ êîíöåíò-
ðàö³¿ âíóòð³øíüîêë³òèííîãî êàëüö³þ çà óìîâ

Ðèñ. 1. Åêñïðåñ³ÿ ìÐÍÊ 5-ë³ïîêñèãåíàçè â êóëüòóð³ êàðä³îì³îöèò³â ïðè àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ (à): 1 � êîíòðîëü, 2 �
àíîêñ³ÿ�ðåîêñèãàíàö³ÿ òà çà óìîâ ñïåöèô³÷íîãî çàãëóøåííÿ öüîãî ãåíà çà äîïîìîãîþ ³íòåðôåðóþ÷èõ ÐÍÊ (á) 1 �
³íäèôåðåíòí³ ÐÍÊ, 2 � ³íòåðôåðóþ÷³ ÐÍÊ; n = 6. * Ð<0,05 ó ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì
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âïëèâó àíã³îòåíçèíó ²².  Ö³ äàí³,
äàþòü çìîãó ïðèïóñòèòè, ùî ïðî-
òåêòîðíèé åôåêò çàãëóøåííÿ ãåíà
ALOX5 ïîâ�ÿçàíèé ³ç çìåíøåííÿì
ïåðåâàíòàæåííÿ êàëüö³ºì êàðä³îì³î-
öèò³â, ùî çíà÷íîþ ì³ðîþ ïðîÿâ-
ëÿºòüñÿ ïðè ã³ïîêñ³¿. Ïðî çíà÷åííÿ
êàëüö³éçàëåæíîãî óøêîäæåííÿ êàð-
ä³îì³îöèò³â, çîêðåìà ïðè ³íäóêö³¿ íåê-
ðîçó, â³äîìî äîñèòü äàâíî [22, 28].

Òåõíîëîã³ÿ ñïåöèô³÷íîãî çàãëó-
øåííÿ ãåí³â ³ç çàñòîñóâàííÿì ³íòåð-
ôåðóþ÷èõ ÐÍÊ, ÿêà áóëà âèêîðèñ-
òàíà äëÿ çàïîá³ãàííÿ óøêîäæåííÿ
êàðä³îì³îöèò³â ïðè àíîêñ³¿�ðåîêñè-
ãåíàö³¿, íà íàøó äóìêó, â³äêðèâàº
âåëèê³ ïåðñïåêòèâè äëÿ ñïåöèô³÷íî¿
ãåíîòåðàï³¿ ³íôàðêòó ì³îêàðäà òà
³øåì³÷íîãî óøêîäæåííÿ ³íøèõ îðãà-
í³â. Òèì÷àñîâèé õàðàêòåð çàãëóøåí-
íÿ ãåíà çóìîâëþº ïåðåâàãó öüîãî
ìåòîäó ïîð³âíÿíî ç íîêàóòîì ãåí³â,
ùî íå ìîæå çíàéòè ïðàêòè÷íîãî
çàñòîñóâàííÿ çà êë³í³÷íèõ óìîâ, áî
âñ³ ãåíè, ùî åêñïðåñóþòüñÿ â îðãà-
í³çì³, íåîáõ³äí³ äëÿ ï³äòðèìàííÿ
íîðìàëüíî¿ æèòòºä³ÿëüíîñò³. Ïðîòå
çà óìîâ ïàòîëîã³¿, êîëè àêòèâí³ñòü
ïåâíèõ ãåí³â òà ¿õ á³ëêîâèõ ïðîäóê-
ò³â ìîæå áóòè íåáàæàíîþ òà ñïðè÷è-
íþº äîäàòêîâå óøêîäæåííÿ, çàãëó-
øåííÿ öèõ ãåí³â íà ïåâíèé ÷àñ (íàï-
ðèêëàä, íà ïåð³îä ãîñòðîãî ³íôàðêòó
ì³îêàðäà)  º  âåëüìè äîö³ëüíèì.
Çâ³ñíî, êîëî ãåí³â, ùî ìîæóòü áóòè
ì³øåíÿìè àíòè³øåì³÷íî¿ òåðàï³¿ íå
îáìåæóºòüñÿ ë³ïîêñèãåíàçàìè, à
ìîæå áóòè çíà÷íî ðîçøèðåíå. Òàê,
ó Song òà ñï³âàâò. [13] ïðîäåìîíñò-
ðîâàëè ìîæëèâ³ñòü  çàïîá³ãàííÿ
àïîïòîçó, ùî ³íäóêóâàâñÿ ã³ïîêñ³ºþ
òà ðåîêñèãåíàö³ºþ êàðä³îì³îöèò³â, ³ç
âèêîðèñòàííÿì ³íòåðôåðóþ÷èõ ÐÍÊ
äî îäí³º¿ ³ç òèðîçèíîâèõ ôîñôàòàç �
ÐÒÐ-1Â. Ç îãëÿäó íà ö³ äàí³, çðîçó-
ì³ëî, ùî òåõíîëîã³ÿ ÐÍÊ-³íòåðôå-
ðåíö³¿ ìàº âåëèê³ ïåðåâàãè, áî äàº

Ðèñ. 2. Çì³íè ê³ëüêîñò³ æèâèõ (à), íåêðîòè÷íèõ (á) òà àïîïòîòè÷íèõ
(â) êë³òèí ó ïåðâèíí³é êóëüòóð³ ³çîëüîâàíèõ íåîíàòàëüíèõ
êàðä³îì³îöèò³â ïðè â³äòâîðåíí³ àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ íà òë³
ïðèãí³÷åííÿ åêñïðåñ³¿ ãåíà 5-ë³ïîêñèãåíàçè: 1 � êîíòðîëüí³
êóëüòóðè, ó ÿê³ áóëî ââåäåíî ³íäèôåðåíòí³ ÐÍÊ; 2 � êóëüòóðè,
ó ÿê³ áóëî ââåäåíî ñïåöèô³÷í³ äî ìÐÍÊ 5-ë³ïîêñèãåíàçè
³íòåðôåðóþ÷³ ÐÍÊ; 3 � àíîêñ³ÿ�ðåîêñèãåíàö³ÿ íà òë³ ââåäåííÿ
³íäèôåðåíòíèõ ÐÍÊ; 4 � àíîêñ³ÿ�ðåîêñèãåíàö³ÿ íà òë³ ââåäåííÿ
³íòåðôåðóþ÷èõ ÐÍÊ; n = 14. *Ð<0,001 ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëüíèìè
êóëüòóðàìè, ó ÿê³ áóëî ââåäåíî ³íäèôåðåíí³ ÐÍÊ; **Ð<0,001
ïîð³âíÿíî ç êóëüòóðàìè, ùî çàçíàâàëè àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿ íà
òë³ ââåäåííÿ ³íäèôåðåíòíèõ ÐÍÊ
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ìîæëèâ³ñòü çä³éñíþâàòè çàãëóøåííÿ îäíî-
÷àñíî áàãàòüîõ ãåí³â, íàïðèêëàä òèõ, ùî
áåðóòü  ó÷àñòü  ó  ðîçâèòêó  íåêðîçó  ÷è
àïîïòîçó. Ïîäàëüø³ ðîáîòè â öüîìó  íàï-
ðÿìêó äîçâîëÿòü îêðåñëèòè ïåðåë³ê â³äïî-
â³äíèõ ãåí³â òà äîâåñòè åôåêòèâí³ñòü ¿õ
çàãëóøåííÿ çà óìîâ ³øåì³¿ ì³îêàðäà.

ÂÈÑÍÎÂÊÈ

1. Íåîíàòàëüí³ êàðä³îì³îöèòè ùóðà çäàòí³
åêñïðåñóâàòè ãåí ALOX5, ùî êîäóº ôåð-
ìåíò 5-ë³ïîêñèãåíàçó.

2. Àíîêñ³ÿ�ðåîêñèãåíàö³ÿ íåîíàòàëüíèõ
êàðä³îì³îöèò³â ùóðà ïðîòÿãîì 30 òà 60 õâ
â³äïîâ³äíî íå ïðèçâîäèòü äî â³ðîã³äíèõ çì³í
ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ 5-ë³ïîêñèãåíàçè.

3. Çíèæåííÿ ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ
5-ë³ïîêñèãåíàçè çà äîïîìîãîþ ñïåöèô³÷íèõ
äâîëàíöþãîâèõ ÐÍÊ çàïîá³ãàº íåêðîòè÷í³é
çàãèáåë³ êàðä³îì³îöèò³â ïðè àíîêñ³¿�ðåîêñèãåíàö³¿.

À.O. Ëèñîâîé, Â.Ñ. Íàãèáèí, Î.Â. Ñóðîâàÿ,
Ë.Â. Òóìàíîâñêàÿ, Â.Å. Äîñåíêî, À.À. Ìîéáåíêî

ÇÀÃËÓØÅÍÈÅ ÃÅÍÀ ALOX5 ÏÐÈ ÏÎÌÎÙÈ
ÌÀËÛÕ ÈÍÒÅÐÔÅÐÈÐÓÞÙÈÕ ÐÍÊ
ÏÐÅÄÎÒÂÐÀÙÀÅÒ ÍÅÊÐÎÒÈ×ÅÑÊÓÞ ÃÈÁÅËÜ
ÍÅÎÍÀÒÀËÜÍÛÕ ÊÀÐÄÈÎÌÈÎÖÈÒÎÂ ÏÐÈ
ÀÍÎÊÑÈÈ�ÐÅÎÊÑÈÃÅÍÀÖÈÈ

Â ýêñïåðèìåíòàõ íà ïåðâè÷íîé êóëüòóðå èçîëèðîâàííûõ
íåîíàòàëüíûõ êàðäèîìèîöèòîâ êðûñû óñòàíîâëåíî, ÷òî â
íèõ ýêñïðåññèðóåòñÿ ãåí, êîäèðóþùèé ôåðìåíò 5-
ëèïîêñèãåíàçó. Ìîäåëèðîâàíèå àíîêñèè�ðåîêñèãåíàöèè
ñóùåñòâåííî íå âëèÿëî íà ýêñïðåññèþ ãåíà ALOX5.
Ââåäåíèå â êàðäèîìèîöèòû ñïåöèôè÷åñêèõ ê ìÐÍÊ 5-
ëèïîêñèãåíàçû èíòåðôåðèðóþùèõ ÐÍÊ ïîäàâëÿëî ýêñï-
ðåññèþ ãåíà ALOX5 ÷åðåç 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â 4,7 ðàçà
(Ð<0,05 ïî ñðàâíåíèþ ñ ââåäåíèåì èíäèôåðåíòíûõ ÐÍÊ).
Ïðè ìîäåëèðîâàíèè àíîêñèè�ðåîêñèãåíàöèè ñíèæåíèå
óðîâíÿ ìÐÍÊ 5-ëèïîêñèãåíàçû ñîïðîâîæäàëîñü óâåëè÷å-
íèåì êîëè÷åñòâà æèâûõ êëåòîê (íà 13,3 %, Ð<0,001) çà ñ÷åò
óìåíüøåíèÿ êîëè÷åñòâà êëåòîê, ïîãèáøèõ ïóòåì íåêðîçà
(íà 14,6 %, Ð<0,001). ×èñëî àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê ïðè ýòîì
íå èçìåíÿëîñü. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò
óòâåðæäàòü, ÷òî ñïåöèôè÷åñêîå óãíåòåíèå ýêñïðåññèè ãåíà
ALOX5 ïðè ïîìîùè èíòåðôåðèðóþùèõ ÐÍÊ îêàçûâàåò
öèòîïðîòåêòèâíûé ýôôåêò ïðè àíîêñèè-ðåîêñèãåíàöèè
êàðäèîìèîöèòîâ.
Êëþ÷åâûå ñëîâà: ALOX5; ÐÍÊ èíòåðôåðåíöèÿ; êàðäèîìèî-
öèòû; àíîêñèÿ-ðåîêñèãåíàöèÿ.

O.O. Lisovyy, V.S. Nagibin, O.V. Surova,
L.V Tumanovska., V.E. Dosenko, A.A. Moibenko

SIRNA-MEDIATED SILENCING
OF 5-LIPOXYGENASE GENE (ALOX5)
REDUCES NECROSIS OF CARDIOMYOCYTES
IN ANOXIA-REOXYGENATION

In experiments on the primary culture of isolated neonatal rat
cardiomyocytes it was determined that cardiomyocytes express
ALOX5 gene encoding enzyme 5-lipoxygenase. Anoxia-reoxy-
genation does not affect significantly the expression of 5-
lipoxygenase mRNA in cardiomyocytes. Transfection of 5-
lipoxygenase-specific small interfering RNA�s (siRNA) into
cardiomyocytes lead to a significant reduction of 5-lipoxygenase
mRNA expression in cardiomyocytes 24 hours after transfec-
tion. ALOX5 gene silencing resulted in improved viability of cell
population (by 13,3 % P<0,001) due to decreased number of
necrotic (by 14,6 %, P<0,001), but not apoptotic, cells during
anoxia-reoxygenation. Our results indicate that siRNA against
ALOX5 effectively protects cardiomyocytes against anoxia-
reoxygenation injury.
Key words: ALOX5; RNA interference; cardiomyocytes;
anoxia-reoxygenation.
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