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Впервые представлены данные по изучению особенностей экспрессии мажорного шаперона мито­
хондрий Hsp60 и основного микросомного цитохрома человека — монооксигеназы Р450 (изоформа 
2Е1) при развитии дилятационной кардиомиопатии (ДКМ) на конечной стадии заболевания с 
помощью метода иммуноблотинга (Western-blot). В качестве контрольных образцов использовали 
иигемический и нормальный миокарды человека. Обнаружено снижение уровня экспрессии Hsp60 в 
цитоплазматической фракции левых желудочков миокардов, пораженных ДКМ и ишемией, и 
увеличение ее в митохондриях исследуемых миокардов. В то же время отмечено увеличение уровня 
экспрессии Р450 2Е1 в цитоплазматической фракции ДКМ- и ишемического миокардов по 
сравнению с нормальным миокардом; в микросомной фракции всех исследуемых образцов никаких 
изменений уровня экспрессии цитохрома Р450 2Е1 не выявлено. Это может быть связано с 
высоким уровнем окислительного поражения сердечной мышцы при развитии ДКМ. Показано, что 
изменение уровня экспрессии антистрессовых белков (молекулярных шаперонов и микросомных 
цитохромов) сопровождается значительным снижением уровня АТРазной активности миозина 
ДКМ-пораженного миокарда по сравнению с нормальным и ишемическим миокардами, а также 
повышением уровня специфических антимиокардиальных аутоантител в сыворотке крови пациен­
тов с ДКМ. Выдвинута гипотеза о функциональной взаимосвязи между антистрессовой (HSPs) и 
антиоксидантний (цитохром-монооксигеназа) системами миокарда при развитии ДКМ 

Введение. Р а з л и ч н ы е виды ф и з и о л о г и ч е с к о г о 
стресса — тепловой шок, радиация, гемодинамиче-
ские изменения, мутантные белки, окислительное 
поражение и др. — вызывают множество измене­
ний в клетках, затрагивая структуру и функции 
белков. Установлено, что фолдинг белков зависит 
от функционирования специализированного семей­
ства высококонсервативных антистрессовых бел­
ков — молекулярных шаперонов (HSPs) . Они от­
ветственны за корректный белковый фолдинг, 
предотвращение неправильно уложенных полипеп­
тидов и их агрегацию в олигомерные комплексы, 
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определяют импорт предшественников белков орга-
нелл в соответствующие им функциональные ком-
партменты и являются основным фактором в меха­
низме контроля качества белков [1 , 2 ] . 

Показана также активная роль шаперонов в 
физиологии клетки, включая цитопротекцию фор­
мированием стресс-индуцируемых регуляторных 
цепей на транскрипционном и посттрансляционном 
уровнях [3] . Большой массив данных свидетельст­
вует о том, что неправильный фолдинг белков 
является молекулярной основой многих заболева­
ний — от аутоиммунных до раковых [3—4 ]. 

Стрессовые белки принадлежат к мультигенно-
му семейству белков с молекулярной массой (м. м.) 
от 10 до 150 кДа. Они обнаружены во всех основ-
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ных клеточных компартментах. Различные виды 
стресса индуцируют экспрессию генов шаперонов 
сходным механизмом — быстрой активацией и пре­
имущественной трансляцией. В последнее десяти­
летие накоплено много данных, подтверждающих 
потенциальную кардиопротекторную роль основно­
го цитоплазматического шаперона Hsp70, его су­
перэкспрессия у трансгенных животных улучшает 
сердечную функцию, поддерживает выздоровление 
и уменьшает размеры инфарктных зон после экс­
периментальной ишемии/реперфузии [5, 6 ] . 

Что касается особенностей экспрессии основно­
го митохондриального шаперона Hsp60, обладаю­
щего потенциальным антиапоптическим действием, 
то тут наши знания ограничены. Более того, боль­
шинство исследований по изучению роли шаперо­
нов при кардиоваскулярных патологиях проведены 
в условиях острого стресса [2] : практически нет 
данных об особенностях экспрессии HSPs при хро­
ническом сердечном стрессе, то есть при патологи­
ях, подобных кардиомиопатиям. 

Ранее нами показано, что при развитии диля-
тационной кардиомиопатии (ДКМ) — аутоиммун­
ной кардиоспецифической патологии с митохонд-
риальной дисфункцией — увеличивается иммуно-
реактивность мажорного белка миокарда (миозина) 
и регуляторных белков миофибриллы (тропони-
нов). Это проявляется в увеличении титра специ­
фических аутоантител и одновременном снижении 
АТРазной активности актомиозина, выделенного 
из пораженного ДКМ миокарда [7—9] . Известно, 
что при патологиях с митохондриальной дисфунк­
цией (к их числу относятся и кардиомиопатии) 
наблюдаются мутации в митохондриальной Д Н К . 
Это приводит к нарушению функционирования 
белкового аппарата митохондрий, цикла окисли­
тельного фосфорилирования, нарушению импорта 
митохондриальных белков из цитоплазмы, накоп­
лению активных радикалов кислорода и, как след­
ствие, к индукции апоптоза и гибели клеток-мише­
ней [10]. 

Эти результаты и опубликованные недавно 
данные о кардиопротекторной и антиапоптической 
активности некоторых шаперонов (в частности, 
Hsp70 и Hsp60) при ишемическом поражении мио­
карда [11, 12] позволили нам предположить, что 
изменение экспрессии и / и л и активности молеку­
лярных шаперонов вносит заметный вклад в разви­
тие такой тяжелой сердечной патологии, как ДКМ. 
Особый интерес в этой связи представляет Hsp60 
как основной фактор не только корректного фол-
динга и нормального функционирования митохонд­
риальных белков, но и потенциальный антиапопти-
ческий белок цитоплазмы кардиомиоцитов. 

С другой стороны, вследствие митохондриаль­
ных дефектов, приводящих к накоплению реактив­
ных радикалов кислорода (ROS), поражается сер­
дечная мышца, что в норме должно регулироваться 
нормальной экспрессией и активностью тех же 
молекулярных шаперонов. Показано, что сущест­
венный вклад в продукцию ROS вносит Р450 — 
цитохром-монооксигеназная система. Изоформа 
цитохрома Р450 2Е1 (Сур 2Е1) обладает уникаль­
ной способностью генерировать активные формы 
кислорода даже в отсутствие субстрата [13]. Ее 
экспрессия отмечена в печени, сердце, легких, 
поджелудочной железе , мозге и кишечнике [14, 
15] . Экспрессия Р450 2Е1 возрастает в несколько 
раз при таких патологиях, как сахарный диабет, 
цирроз печени, ожирение, голодание. Р450 2Е1 
метаболизирует ряд ксенобиотиков, протоксинов и 
проканцерогенов, превращая их в мутагены и кан­
церогены [16] , что может способствовать развитию 
заболеваний, в частности, сердечно-сосудистых. 

В связи с вышеизложенным изучение особен­
ностей экспрессии шаперона и цитохрома Р450 
2Е1 , а также выявление их функциональной взаи­
мосвязи позволят приблизиться не только к пони­
манию молекулярных механизмов развития ДКМ, 
но могут стать и реальной базой для разработки 
нового поколения диагностических и терапевтиче­
ских средств. 

Материалы и методы. В работе использованы 
образцы секционного патоморфологического мате­
риала из левых желудочков трех миокардов, пора­
женных Д К М П , пяти миокардов с ишемической 
болезнью сердца (ИБС) и трех миокардов практи­
чески здоровых людей, погибших в результате 
несчастного случая. Диагнозы ставили на основе 
критериев ВОЗ для данной группы патологий. 

Сыворотки крови пациентов хранили в 50 %-м 
глицерине при - 2 0 °С. В качестве контрольных 
использовали тестированные сыворотки здоровых 
доноров. 

Рекомбинантный белок GroEL (прокариотный 
гомолог эукариотного шаперона Hsp60) выделен по 
методу [17]. 

Поликлональные моноспецифические антитела 
получены по описанному нами методу [18]. Анти­
тела последовательно очищали градиентным выса­
ливанием, хроматографией на DE-Toyopearl 650 
М-целлюлозе, белок G-сефарозе и аффинной ко­
лонке с конъюгированным на CNBr-активирован-
ной сефарозе 4В антигеном. 

Модель аутоиммунного миозин-индуцирован-
ного поражения миокарда мышей, подобного ДКМ 
человека, получена согласно [9] . 

Иммунохимический перекрест анти-ШрбО- и 
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Рис. 1. Иммунохимический перекрест анти-GroEL антител в 
лизатах мышиного ( Л , кроличьего (2) , бычьего (3) и человече­
ского {4) миокардов (образцы левых желудочков) и клеток 
Escherichia coli (5) , определенный методом иммуноблотинга; 
б — контрольный белок Hsp60. Условия эксперимента см. в 
«Материалах и методах» 

анти-Р450 2Е1 антител в лизатах эукариотных 
клеток и миокардов (от мыши до человека) опре­
деляли с помощью метода иммуноблотинга (Wes­
tern-blot-analysis) согласно [19] , используя прото­
кол фирмы «Ріегсе» (США) для ECL-системы. 

Цитоплазматическая постмитохондриальная и 
постмикросомная фракции кардиомиоцитов полу­
чены по методу [20 ] с использованием лизирующе-
го буфера RIPA и градиентного центрифугирования 
лизата при 10000 g (выделение митохондрий) и 
100000 g (осаждение микросомной фракции) . 

Чистоту белков контролировали электрофоре­
зом в 12 %-м ПААГ в денатурирующих условиях 
по Лэммли [21 ]. Концентрацию белков измеряли 
по методу Брэдфорд [22] . 

Результаты и обсуждение. Использовали по-
ликлональные антитела, полученные против ре-
комбинантных бактериального (GroEL) гомолога 
шаперона млекопитающих Hsp60 и мышиного ана­
лога цитохрома Р450 2Е1 . Несмотря на высокую 
гомологию как шаперонов семейства Hsp60 различ­
ных видов, так и цитохромов семейства Р450 2Е1 , 
нам необходимо было доказать правомочность ис­
пользования этих антител при работе с образцами 
эукариотных клеток и тканей. Данные по исследо­
ванию иммунореактивности моноспецифических 
анти-НврбО антител, определенные иммуноблотин-
гом в лизатах миокардов разных видов (от мыши 
до человека), приведены на рис. 1. Видно, что 
анти-НврбО антитела узнают полипептид с м. м. 
около 60 кДа в лизатах миокардов всех исследован­
ных видов. Отметим, что в работе использованы 
образцы секционного материала только левых же­
лудочков миокардов как болезнеспецифического 
для ДКМ, что было показано нами ранее [7] . 

Результаты исследования экспрессии шаперона 
и цитохрома Р450 2Е1 в различных фракциях 
(цитоплазматической, митохондриальной и микро­
сомной) миокарда, пораженного ДКМ, ишемиче-
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ского и нормального сердца представлены на рис. 2 
и 3. Цитоплазматический уровень шаперона (в 
норме не более 15 % клеточного содержания), 
основного фолдингового белка митохондрий, дра­
матически снижается в Д К М - и ишемическом ми­
окардах по сравнению с нормой. Содержание же 
его в митохондриях всех исследованных миокардах 
повышалось именно в сердце, пораженном ДКМ. 

Изучение экспрессии цитохрома Р450 2Е1 в 
ДКМ миокарде показало, что содержание данного 
белка в митохондриальной фракции как минимум 
в 2 раза выше, чем в ишемическом миокарде, и 
существенно выше, чем в нормальном сердце. С 
другой стороны, в пораженных ДКМ и ИБС мио­
кардах отмечено повышение цитохрома 2Е1 в ци­
топлазматической фракции кардиомиоцитов по 
сравнению с нормой. Накопление цитохромов в 
цитоплазме (что показано, в частности, для цито­
хрома С) может служить маркером окислительного 
поражения кардиомиоцитов, индуцирующего апоп-
тоз в клетках сердечной мышцы [2, 6 ] . 

Ранее нами обнаружено существенное сниже­
ние уровня экспрессии основного цитоплазматиче-
ского шаперона Hsp70 [23] , который считается 
основным кардиопротекторным белком клеток сер­
дца. Учитывая опубликованные недавно данные об 
участии молекулярных шаперонов в презентации 
внутриклеточных антигенов [24 ] и о способности 
самих кардиомиоцитов презентировать внутрикле­
точные антигены, мы предположили, что наруше­
ние экспрессии шаперонов может быть ключевым 
механизмом как в поражении кардиомиоцитов при 
продолжительном стрессе (в случае ДКМ) , так и в 
индукции аутоиммунного процесса. Последнее под­
тверждается высоким уровнем аутоантител к кар-
диоспецифическим антигенам (миозину и тропони-
нам) , что было показано нами в предыдущих ис­
следованиях [7—9] (рис. 4 ) . 

Недавно сообщено о результатах исследования 
экспрессии шаперонов разных семейств в биопсий-
ных образцах миокардов, полученных от пациен­
тов с острой сердечной недостаточностью (ДКМ), 
по сравнению с таковыми из нормального и ишеми-
ческого миокардов [25 ] . Показано повышение 
уровня экспрессии Hsp60 в ДКМ и в ИБС миокар­
дах по сравнению с нормой в части образцов, хотя 
не было отмечено позитивной корреляции с экс­
прессией других семейств шаперонов (Hsp27, 
Hsp70, Hsp90). Авторы высказали предположение о 
том, что эти расхождения могут быть связаны как 
с несовершенством экспериментальных подходов (в 
частности, недостаточная чувствительность метода 
иммуноблотинга и ограниченное количество био-
псийного материала) , так с индивидуальными осо-
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Рис. 3. Экспрессия Р450 2Е1 в цитоплазматической (а) и 
микросомной (б) фракциях, выделенных из нормального (1), 
дилятационного (2) и ишемического (3) миокардов (образцы 
левых желудочков), определенная методом иммуноблотинга. 
Условия эксперимента см. в «Материалах и методах» 

бенностями антистрессового ответа организмов раз­
ных пациентов. Подчеркивается, что изменения 
экспрессии шаперонов в миокарде при хроническом 
стрессе, приводящем к развитию сердечной недо­
статочности, особенно при ДКМ, тесно связаны со 
снижением антиапоптического потенциала миокар­
да. Это проявляется в митохондриальных дефек­
тах, ведущих к развитию аутоиммунных процес­
сов, а также к запуску апоптической гибели кар-
диомиоцитов с последующим фиброзом сердечной 
мышцы. 

В наших исследованиях использован секцион­
ный патоморфологический материал миокардов, 
пораженных ДКМ, И Б С , и нормального миокарда. 
Это позволило провести исследования не только на 
тотальном тканевом лизате , но и выделить отдель­
ные клеточные органеллы (цитоплазму, митохонд­
рии и микросомы), что важно при работе с белками 

типа шаперонов, функционирование которых стро­
го компартментализовано. Результаты количест­
венного изучения методом иммуноблотинга особен­
ностей экспрессии Hsp60 подтверждаются недавно 
полученными нами данными иммуногистохимиче-
ского анализа по локализации Hsp60 в динамике 
на разработанной нами уникальной модели [26] 
аутоиммунного миозин-индуцированного пораже­
ния миокарда мышей, подобного ДКМ человека 
(неопубликованные данные) . 

Известные на сегодня литературные данные 
совместно с нашими результатами позволяют сфор­
мулировать рабочую гипотезу развития ДКМ как 
следствие нарушения антистрессовых и антиокси­
дантних механизмов миокарда (рис. 5) . С нашей 
точки зрения, повышение активности цитохрома 
Р450 2Е1 вызывает нарушение цикла окислитель­
ного фосфорилирования, ведущего к накоплению 
радикалов активного кислорода. Это приводит как 
к дисфункции митохондрий, так и к накоплению 
мутантных белков. Аккумуляция мутантных бел­
ков является стрессовым сигналом, индуцирующим 
повышение уровня экспрессии митохондриального 
шаперона Hsp60 и снижение экспрессии в цито­
плазме Hsp70, которые в норме являются основны­
ми апоптическими и кардиопротекторными шапе-
ронами кардиомиоцитов. Нарушения корректного 
фолдинга заново синтезированных полипептидов, 
появление неправильных или агрегированных форм 
белков вследствие изменения фолдинговой актив­
ности шаперонов являются сигналом для иммунной 
системы, начинающей распознавать собственные 
антигены как чужие. 

П р е з е н т а ц и я кардиомиоцитами мутантных 
белков может быть ключевым моментом запуска 
аутоиммунных процессов, усугубляющих развитие 
болезни. Является ли окислительное поражение (за 
счет мутаций в геноме митохондрий) первичным 
пусковым моментом каскада событий, приводящих 
к сердечной недостаточности при ДКМ, либо же 
оно есть следствием нарушения экспрессии молеку­
лярных шаперонов, регулирующих фолдинг и ак­
тивность других белков миокарда (в том числе и 
Р450 2Е1)? Выяснение этого вопроса и составляет 
цель наших дальнейших исследований. Мы полага­
ем, что успехи в этом направлении приблизят нас 
не только к пониманию молекулярных механизмов 
развития ДКМ, но и помогут создать реальную 
базу для разработки терапевтических и диагности­
ческих средств нового поколения. 

Справедливость высказанной гипотезы и пра­
вомерность ее распространения на другие кардио-
васкулярные патологии с аутоиммунными и мито-
хондриальными дисфункциями может быть под-
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Рис. 4. Динамика экспрессии Hsp70 на мышиной модели 
кардиомиопатии, определенная методом иммуноблотинга (а) , и 
иммунореактивность сывороток модельных мышей против мио­
зина миокарда мышей, определенная в реакции твердофазного 
иммуноферментного анализа (ELISA) (б) , а т акже АТРазная 
активность актомиозина мышиного миокарда на разных времен­
ных точках развития экспериментальной патологии (б) 

тверждена не только на конечной стадии сердечной 
недостаточности, но и в динамике на животных 
моделях кардиоваскулярных патологий. 

Авторы выражают благодарность М. И. Вудма-
ске за техническое содействие в получении реком-
бинантного белка Р450 2Е1 . 
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Peculiarities of antistress proteins Hsp60 and P450 2E1 expression 

at dilated cardiomyopathy 
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Рис. 5. Рабочая гипотеза функциональной взаимосвязи анти­
стрессовых (шапероны) и антиоксидантных (цитохромы) систем 
в развитии ДКМ 

ron Hsp60 and main microsomal cytochrome P450 monooxigenase 
(2E1 isoform) expression at dilated cardiomyopathy (DCM) pro­
gression at the end stage of heart failure have been obtained using 
Western-blot analysis. The ischemic and normal human hearts were 
studied as a control. We observed a decrease in HspbO level in 
cytoplasmic fraction of DCM- and ischemia-affected hearts' left 
ventricular and significant increase in Hsp60 in mitochondrial 
fractions of all the hearts investigated. At the same time we detected 
an increase in P450 2E1 expression level in the ischemic uiia' 
dilated hearts' cytoplasmic fractions in comparison with the normal 
myocardium while no changes in microsomal fractions of the hearts 
investigated were detected. This could be related to the increased 
level of oxidative injury of DCM heart muscle. In addition, all 
changes described are accompanied by a significant decrease in the 
ATPase activity of myosin purified from the DCM-affected heart in 
comparison with the normal and ischemic myocardia as well as an 
increase in specific antimyocardial autoantibodies level in DCM 
patients sera. The working hypothesis concerning functional rela­
tionship between the antistress (HSPs) and antioxidative (cyto­
chromes) systems at DCM progression is proposed. 

Л. Л. Сидорик, B. J. Бобик, P. Г. Киямова, Л. H. Капустян, 
О. Т. Рожко, О. Г. Вігонтіна, Д. В. Рябенко, I. М. Данко, 
О. В. Максимчук, В. В. Філоненко, В. Н. Коваленко, 
М. О. Чащин 

Вивчення особливостей експресії антистресових білків Hsp60 і 
Р450 2Е1 при дилятаційній кардіоміопатії 

Резюме 

Представлено отримані вперше результати вивчення особли­
востей експресії мажорного шаперона мітохондрій HspbO і 
основного мікросомного иитохрому людини — монооксигенази 
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Р450 (ізоформа 2Е1) при розвитку дилятаційної кардіоміо-
патії (ДКМ) на кінцевій стадії захворювання за допомогою 
методу імуноблотингу (Western-blot). Як контрольні зразки 
використовували ішемічний і нормальний міокарди людини. 
Виявлено зниження рівня експресії Hsp60 у цитоплазматичній 
фракції лівих шлуночків міокардів, уражених ДКМ та ішемією, 
і підвищення його в мітохондріях досліджуваних міокардів. У 
той же час відмічено зростання рівня експресії Р450 2EJ у 
цитоплазматичній фракції ДКМ- та ішемічного міокардів 
порівняно з нормальним; у мікросомній фракції усіх дослід­
жуваних зразків ніяких змін рівня експресії цитохрому Р450 
2Е1 не знайдено. Це може бути пов'язано з високим рівнем 
окислювального ураження серцевого м'яза при розвитку ДКМ. 
Показано, що зміна рівня експресії антистресових білків 
(молекулярних шаперонів і мікросомних цитохромів) супро­
воджується значним зниженням рівня АТРазної активності 
міозину ДКМ-ураженого міокарда порівняно з нормальним і 
ішемічним міокардами, а також підвищенням рівня специ­
фічних антиміокардіальних аутоантитіл у сироватці крові 
пацієнтів з ДКМ. Висунуто гіпотезу щодо функціонального 
взаємозв'язку між антистресовою (HSPs) і антиоксидантною 
(цитохром-монооксигеназа) системами міокарда при розвит­
ку ДКМ. 
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